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« Cela semble toujours impossible, jusqu’a ce qu’on le fasse »

Nelson Mandela
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Résumé en francais

Introduction

L’insuffisance cardiaque (IC) aigué est une pathologie multifactorielle responsable du décés de plusieurs
millions de personnes chaque année. Sa physiopathologie est complexe et non enti¢rement élucidée. De
plus, les traitements actuels ne permettent pas d’éviter le décés des patients les plus graves. La dipeptidyl
peptidase 3 (DPP3) est une métalloprotéinase ubiquitaire impliquée dans de nombreux processus
biologiques, notamment dans la régulation de la pression artérielle (en clivant I’angiotensine 2). Son
taux plasmatique est trés élevé dans le choc cardiogénique et le choc septique. Les fonctions biologiques
exactes de la DPP3 sont inconnues a ce jour. Les objectifs de ce travail étaient de déterminer les
fonctions physiopathologiques de la DPP3, particuliérement ses effets cardiaques et rénaux, au cours de
I’IC aigué d’origine catécholaminergique et septique.

Méthodes

Deux modeles ont été utilisés dans ce travail : 1/ le modele d’IC aigué€ a I’isoprotérénol (ISO, 300
mg/kg/12h) chez des souris males C57B16j de 3 mois et 2/ le modele d’IC aigué septique chez des rats
males Wistar de 3 mois par ligature et ponction caecale (LPC). Les paramétres cardiovasculaires (dans
les deux modeles) et rénaux (dans le modéle ISO) ont été évalués par échographie. Nous avons exploré
le stress oxydant myocardique par marquage DHE sur des coupes de cceur. Des dosages d’angiotensines
in vitro en présence de DPP3 ont été réalisés chez la souris.

Résultats

L’injection de la protéine DPP3 chez la souris saine était responsable d’une dépression myocardique
(baisse de 10 £ 2% de la fraction de raccourcissement) ainsi que d’une altération de I’hémodynamique
rénale (augmentation de I’index de résistance rénale de 0.30 £+ 0.02). De plus, 1’ajout in vitro de DPP3
avec le plasma de souris ex vivo était associée a une baisse des taux de toutes les angiotensines. 1/ Dans
le modele d’IC aigué a I’ISO, I’inhibition de la DPP3 par le Procizumab normalisait rapidement la
fonction cardiaque ainsi que I’hémodynamique rénale avec une réduction marquée du stress oxydant et
de I’inflammation myocardique. 2/ Dans le modéle de cardiomyopathie septique chez le rat, I’injection
de Procizumab permettait de normaliser rapidement la fraction de raccourcissement et le débit cardiaque
des animaux septiques. Une réduction du stress oxydant était observée dans le coeur des animaux traités.
De plus, la mortalité des animaux septiques traités par le Procizumab était réduite.

Conclusion

Notre étude démontre que la DPP3 est un facteur dépresseur myocardique et que son par le Procizumab,
un anticorps spécifique de la DPP3, permettait d’améliorer la contraction myocardique,
I’hémodynamique rénale et d’améliorer la survie des animaux. Cet anticorps pourrait étre une option
thérapeutique intéressante dans les états de chocs cardiogéniques et septiques les plus graves.
Cependant, les mécanismes d’action du Procizumab ne sont pas encore élucidés. Une modulation des
taux circulants des acteurs du systéme rénine angiotensine aldostérone et notamment de 1’angiotensine
2 est I’hypothése retenue actuellement. Elle devra étre confirmée par des études expérimentales et
cliniques.



Résume en anglais

Introduction

Acute heart failure (AHF) is a high mortality multifactorial disease. Pathophysiology of AHF is not
completely understood. Moreover, therapeutics are insufficient to prevent death in worst cases.
Dipeptidyl peptidase 3 (DPP3) is a predominantly intracellular ubiquitous metallopeptidase mainly
involved in blood pressure regulation by cleaving angiotensin 2. Exact biological functions of DPP3 are
unknown. Aims of this work were to study pathophysiological functions of DPP3, particularly cardiac
and renal effects, in catecholaminergic and septic AHF.

Methods

We used two AHF induced models: 1/ isoproterenol injection (ISO, 300 mg/kg/12h) in 3-month-old
C57BI16j male mice and 2/ septic shock with cardiomyopathy induced by cecal and ligation puncture in
3-month-old Wistar rats. Cardiovascular (in both models) and renal (in ISO model) parameters were
assessed by echography and ultrasounds. Myocardial oxidative stress was assessed by DHE staining in
heart. We measured in vitro the angiotensin peptides by mass spectrometry finger printing in mice.

Results

DPP3 injection altered cardiac contractility (-10 & 2% of shortening fraction) and kidney hemodynamics
(+0.30 £ 0.02 of renal resistive index). In addition, DPP3 decreased all angiotensins in mice plasma
samples. 1/ In AHF induced model by ISO in mice, inhibition of DPP3 by Procizumab promptly
normalized cardiac function and kidney hemodynamics with a reduced myocardial oxidative stress and
inflammation. 2/ In AHF induced by sepsis model in rats, Procizumab quickly improved shortening
fraction and cardiac output. Myocardial oxidative stress was reduced in septic treated animals by
Procizumab. Moreover, inhibition of DPP3 in septic animals improved survival when compared to
control animals.

Conclusion

Our study demonstrates that DPP3 is a myocardial depressant factor and its inhibition by Procizumab,
a specific antibody directed against DPP3, improved cardiac contractility, kidney hemodynamics and
survival. Procizumab could be an interesting therapeutic in cardiogenic and septic shock. However,
mechanisms of action of Procizumab are currently not understood. Modulation of renin-angiotensin-
aldosteron system, notably angiotensin 2, could be the main hypothesis. Experimental and clinical
studies are urgently needed.
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Introduction générale

1. Insuffisance cardiaque

a. Définition
L’insuffisance cardiaque (IC) est définie comme un syndrome associant des signes fonctionnels
(dyspnée, asthénie et cedémes déclives) et des signes cliniques (turgescence jugulaire, rales crépitants...)
causé par une anomalie fonctionnelle et/ou structurelle cardiaque et ayant pour conséquence directe une
augmentation des pressions de remplissage du ventricule gauche au repos ou en situation de stress, et
dans les formes les plus graves une réduction du débit cardiaque (7). Véritable défi diagnostique, les
patients atteints d’IC peuvent rester longtemps asymptomatiques. Le diagnostic rapide est un critére
pronostique important car sa précocité et I’initiation des thérapeutiques sont associées a une réduction

de la mortalité (2, 3).

b. Terminologie

La définition de I’IC chronique est basée sur :

e La présence de signes cliniques évocateurs de la maladie

e [amesure échographique de la fraction d’¢jection du ventricule gauche (FEVG).
Trois grandes catégories d’insuffisance cardiaques sont décrites a ce jour (1):

o HFpEF (Heart Failure with preserved Ejection Fraction) définie par une valeur de FEVG
supérieure a 50%

o HFrEF (Heart Failure with reduced Ejection Fraction) définie par une valeur de FEVG
inférieure a 40%

e HFmEF (Heart Failure with mid-range Ejection Fraction) définie par une valeur de FEVG

comprise entre 40 et 50%, considérée comme une zone grise entre I’HFpEF et I’HFrEF.



La différenciation des catégories d’IC chronique selon le chiffre de la FEVG est importante étant donné
les différences existantes en termes d’étiologies, de caractéristiques démographiques, de comorbidités

et de réponses aux thérapeutiques. Le tableau 1 regroupe les différents types d’IC (1).

Type HFrEF HFmrEF HFpEF

1 Symptomes Symptomes Symptomes

2 FEVG < 40% FEVG 40-49% FEVG > 50%
- Elévation peptides - Elévation peptides

Critéres natriurétiques natriurétiques

3 - Anomalie cardiaque - Anomalie cardiaque
structurelle et/ou structurelle et/ou
dysfonction diastolique dysfonction diastolique

Tableau 1 : catégorisation de la sévérité de 1’insuffisance cardiaque selon la fraction d’éjection du
ventricule gauche.

L’IC aigué correspond a I’apparition ou a 1’aggravation rapide des symptomes et/ou des signes cliniques
d’IC (1). 1l s’agit d’une situation urgente, associée a une mortalité élevée, requérant une évaluation
médicale ainsi qu’une prise en charge thérapeutique en urgence. L’IC aigué peut se présenter de novo
(patient qui n’était pas connu pour é&tre atteint d’IC) ou, plus fréquemment, sous forme de
décompensation aigu€ d’une IC chronique. L’IC aigué peut étre secondaire a une dysfonction cardiaque
primaire ou a un facteur extrinséque précipitant une IC chronique. Les étiologies les plus fréquentes
d’IC aigué secondaire a une dysfonction cardiaque aigué sont la dysfonction myocardique (d’origine
ischémique, inflammatoire et toxique), I’insuffisance valvulaire aigué et la tamponnade péricardique
(1). De nombreux facteurs extrinséques peuvent décompenser une IC chronique et mener a un tableau
d’IC aigué (infections, poussée d’hypertension artérielle non contr6lée, des troubles du rythmes ou

encore le manque d’observance thérapeutique) (7).

c. Epidémiologie
L’IC chronique est un probléme de Santé Publique majeur, affectant plus de 26 millions de personnes
dans le monde (4). Aux Etats-Unis, la prévalence de la maladie atteint 5,7 millions d’individus avec
670.000 nouveaux cas chaque année (5, 6). En Europe, I’IC touche 15 millions de personnes (7, &) et

correspond a la premicre cause d’hospitalisation (soit 1 million d’admissions annuelles) (5, §—10). L age
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moyen des patients hospitalisés pour IC (diagnostic initial) est de 72.5 £ 15 ans (4). Ces chiffres différent
selon la localisation géographique des patients étudiés. Les femmes représentent 40 a 50% des patients
hospitalisés pour IC (4), avec un age plus avancé et une proportion plus importante de HFpEF au
moment du diagnostic (4, 11). Aprés ajustement sur les caractéristiques initiales des patients, le devenir

des femmes est comparable a celui des hommes (72).

L’origine ischémique reste la principale étiologie d’IC, quelle que soit la localisation géographique (4),
suivie par I’hypertension artériclle, les valvulopathies et les malformations cardiaques d’origine

congénitale (4).

L’HFpEF représente 50 a 60% des IC (13). Ce chiffre est approximatif car, étonnamment, la mesure de
la FEVG a I’admission des patients est manquante dans de nombreux registres. De plus, la proportion
exacte de patients atteints de HFpEF développant dans un second temps une HFrEF est inconnue étant
donné 1’évolution silencieuse de la maladie (/3—15). Les données issues du registre American Heart
Association’s GWTH-HF (Get With The Guidelines — Heart Failure) suggere que la proportion de
patients atteints de HFpEF croit de fagon constante et pourrait dépasser celle de la HFrEF dans les années

a venir (figure 1 d’aprés (16)).
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Figure 1 : répartition et évolution des trois catégories d'insuffisance cardiaque de 2005 a4 2010 d’apres
le registre American Heart Association’s GWTH-HF

d. Le choc cardiogénique
1. Généralités
Le choc cardiogénique est stade le plus grave de I’IC aigué (77, 18). Il correspond a I’incapacité du cceur
a délivrer une quantité suffisante de sang aux tissus et associe des critéres hémodynamiques : pression
artérielle systolique <90 mmHg et/ou pression artérielle pulmonaire moyenne inférieure a 30 mmHg par
rapport & la valeur de base, associée a une diminution de I’index cardiaque (<1,8 L/min/m? en absence
de support inotrope, ou <2,2 L/min/m? avec support inotrope) et des pressions de remplissage
ventriculaires gauches augmentées (pression de remplissage télédiastolique >18 mmHg) et cliniques
(hypoperfusion tissulaire avec extrémités froides, oligo-anurie et/ou altération des fonctions supérieures
(17). Cinq a 10% des infarctus du myocarde se compliquent de choc cardiogénique (79). Ce chiffre est

en diminution depuis I’avénement de la revascularisation (percutanée ou chirurgicale) précoce (17). De
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plus, la thrombolyse rapidement initiée a permis de réduire significativement la survenue du choc
cardiogénique (20, 21). Le choc cardiogénique est la premiére cause de mortalité intra hospitaliére chez
les patients atteints d’infarctus du myocarde (22). Sa mortalité avoisine les 40% malgré une optimisation
de la prise en charge au cours des derniéres décennies (23, 24). Les patients survivants ont un pronostic
a long terme identique aux patients atteints d’IC aigu€ non compliqué de choc cardiogénique (25, 26)
soulignant donc I’importance du prise en charge treés précoce de ces patients. La principale étiologie des
chocs cardiogéniques compliquant un infarctus du myocarde est 1’ischémie myocardique, dont la prise

en charge, basée sur la revascularisation coronaire, doit étre la plus précoce possible (18).

2. Prise en charge du choc cardiogénique

e Thérapeutiques médicamenteuses

Optimisation volémique

L’IC aigué est caractérisée par 4 profils hémodynamiques cliniques (77). Cette classification est basée
sur la présence ou non d’une congestion (« dry » ou « wet ») et de la présence ou non d’une perfusion
périphérique adéquate (« chaud » ou « froid »). Le profil du patient est associé a son pronostic et permet
de guider la thérapeutique (77). Dans la plupart des cas, le patient en état de choc cardiogénique présente
des signes de congestion (e.g. orthopnée, reflux hépato-jugulaire) qui contre indiquent le remplissage
vasculaire et imposent alors un support inotrope pour assurer une perfusion périphérique adéquate (17).
Chez les patients ne présentant pas de signe de congestion, le remplissage vasculaire est possible, par
petit volume (250 mL) et avec une grande précaution, dans le but d’optimiser la volémie, d’augmenter
les pressions de remplissage et d’améliorer le débit cardiaque. En absence de preuve formelle et dans
I’attente d’essais cliniques de niveau de preuve suffisant, il semble raisonnable de choisir les solutés
cristalloides comme solutés de premiére ligne pour le remplissage vasculaire du patient en état de choc
cardiogénique (27). L’agence européenne du médicament (EMA) et ’agence nationale de sécurité du
médicament (ANSM) contre-indiquent 1’utilisation des Hydroxyethylamidons (HEA) chez le patient de

réanimation (28).
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Agents vasopresseurs

En cas d’hypotension artérielle réfractaire a un remplissage vasculaire ou en cas de contre-indication,
I’utilisation de vasopresseurs est nécessaire pour maintenir la pression de perfusion tissulaire (77, 18).
Plusieurs travaux sont en faveur de I’utilisation de la noradrénaline et en défaveur de 1’adrénaline et/ou
de la dopamine (29-31). En régle générale, les agents vasopresseurs doivent étre utilisées aux doses les
plus basses possibles et pendant la durée la plus restreinte (/8). De plus, tous les agents vasopresseurs
ont des effets indésirables différents a des doses différentes rendant délicate I’interprétation des
différentes études les concernant (78). Ainsi, il est recommandé d’adapter [’agent vasopresseur (type,
dose et durée) en fonction de la présentation clinique, des résultats biologiques et du statut
hémodynamique du patient (18). Lorsque la pression artérielle doit étre rapidement augmentée, la
noradrénaline semble étre I’agent de choix (78). Dans 1’¢tude SOAPIL, qui comparait 1’utilisation de la
noradrénaline a la dopamine comme vasopresseur de premiére intention dans différents types d’états de
choc, aucune différence sur la mortalité n’a été retrouvée, mais 1’utilisation de la dopamine était associée

a une augmentation de 1’incidence des arythmies (32).

Agents inotropes

Etant donné que le débit cardiaque est réduit au cours du choc cardiogénique, 1’introduction d’un agent
inotrope pourrait aider a augmenter le volume d’éjection systolique apres la stabilisation du statut
hémodynamique du patient (78). Aucune preuve de supériorité d’un agent inotrope n’a été démontrée
dans la prise en charge du choc cardiogénique (77, 18). Historiquement la dobutamine est considérée
comme l’agent inotrope de choix (17). Malgré un effet bénéfique sur I’hémodynamique au cours du
choc cardiogénique via une augmentation du débit cardiaque, la dobutamine présente de nombreux effets
secondaires tels que 1’augmentation de la consommation myocardique en oxygene (17) et

I’augmentation de la concentration intracellulaire d’ AMP cyclique, qui a pour conséquence d’augmenter
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la concentration de calcium intracellulaire et d’induire la mort cellulaire (77), augmentant alors le risque
de survenue d’arythmies cardiaques (77). En cas de choc cardiogénique associant un bas débit cardiaque
et une perfusion périphérique maintenue, la dobutamine semble étre 1’agent inotrope a initier (a la dose
de 2,5 pg/kg/min) pour restaurer rapidement le débit cardiaque (78). Dans I’étude ADHERE,
I’utilisation a la phase aigué€ de 1I’IC d’agents inotropes était associée a une augmentation de la mortalité
intra-hospitaliére (33). Ainsi, les agents inotropes doivent étre utilisés uniquement en cas de nécessité

absolues et aux doses les plus basses possibles.

D’autres agents inotropes sont disponibles. La milrinone est un inhibiteur de la phosphodiestérase 111
(34). Elle a pour effet d’augmenter la concentration intracellulaire d’AMP cyclique, améliorant la
contractilit¢ myocardique (34). Contrairement a la dobutamine, la milrinone n’augmente pas la
consommation myocardique en oxygeéne (17). Cependant, 1’augmentation en AMP cyclique
s’accompagne d’une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire, avec une
augmentation du risque de mort cellulaire, d’extension de la zone ischémique et du risque d’arythmies
(17). Dans le choc cardiogénique, I’utilisation de la milrinone a été limitée étant donnée sa demi-vie
longue et le risque important d’hypotension artérielle. Elle peut cependant garder un intérét en cas de
défaillance cardiaque droite prédominante car elle diminue la post charge par un phénomeéne de

vasodilatation artérielle pulmonaire (17). Ceci reste cependant a confirmer.

Le levosimendan est un agent inotrope atypique par le fait qu’il agit via un double mécanisme (35-38) :

o il augmente la sensibilité de la troponine C au calcium (activité inotrope et lusitrope positive
39)
e il active I’ouverture des canaux potassiques ATP dépendants des cellules musculaires lisses des

vaisseaux (activité vasodilatatrice (39)).

Le levosimendan pourrait étre I’agent inotrope idéal dans le traitement du choc cardiogénique puisqu’il

améliore la contractilité cardiaque sans augmenter la concentration intracellulaire de calcium (17).
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Comparé aux inhibiteurs de la phosphodiestérase III, le levosimendan améliore la survie des patients
(40). Son efficacité n’a pas été comparée a la dobutamine. Une récente méta analyse incluant 648
patients en choc cardiogénique concluait a une amélioration des parameétres hémodynamiques des
patients sous levosimendan sans réduction de la mortalité, ni des scores de gravité (tels que le SOFA),
ni de la durée d’hospitalisation (4/). Le levosimendan est utilisable chez les patients traités
chroniquement par B-bloquants étant son action inotrope indépendante de toute stimulation [3-

adrénergique (18).

D’autres agents inotropes sont disponibles mais ne sont pas a considérer en premicre intention dans la
prise en charge du choc cardiogénique. Il s’agit notamment de la dopamine (dont la mortalité était plus
¢levée lorsqu’elle était comparée a la noradrénaline, et accompagnée d’un taux plus important
d’arythmies (32)), de 1’adrénaline (associée a une augmentation du taux de lactate (29—31), et une
mortalité précoce plus élevée (29, 31, 42)), et de la vasopressine (pas de modification de I’index
cardiaque chez les patients traités (43)). D’autres thérapeutiques médicamenteuses ont été testées au
cours du choc cardiogénique (inhibition de la NO synthase (44), istaroxime (45) etc) sans qu’aucun

bénéfice n’ait été démontré.

Depuis quelques années, les effets néfastes des catécholamines sur la mortalité ont été démontrés de
fagon répétée (31, 42, 46). Des traitements inotropes et/ou vasopresseurs avec des effets secondaires

moindres sont nécessaires pour la prise en charge des patients atteints de choc cardiogénique.

e Thérapeutiques non médicamenteuses

Revascularisation précoce

La revascularisation artérielle en cas de choc cardiogénique d’origine ischémique est le traitement

¢tiologique a initier en extréme urgence (77, 18). Etant donné que son efficacité est limitée, la fibrinolyse
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doit étre réservée pour le traitement des syndromes coronariens aigus avec sus décalage du segment ST
(SCA-ST+) et lorsque I’angioplastie coronaire n’est pas disponible (78, 47). L’essai SHOCK est
considéré comme 1’étude de référence dans la prise en charge du choc cardiogénique (48). Bien que la
revascularisation précoce (par abord percutanée ou chirurgical) ne réduisait pas la mortalité a 30 jours
dans cet essai (critere de jugement principal), les auteurs ont démontré une réduction de la mortalité a 6
mois (25). Depuis la diffusion des recommandations mettant au centre de la prise en charge la
revascularisation coronarienne précoce (49, 50), il a été observé dans de nombreux registres une
réduction tres claire de la mortalité du choc cardiogénique d’origine ischémique chez les sujets jeunes
comme chez les sujets agés (51, 52). Le type de revascularisation (percutanée ou chirurgicale) ne semble
pas influencer le pronostic des patients (533, 54), bien que moins de 4% des revascularisations soient

chirurgicales (51, 55).

Assistance circulatoire

Le rationnel de I’utilisation de 1’assistance circulatoire dans le choc cardiogénique est d’assurer une
perfusion de tous les organes et des artéres coronaires tout en diminuant la consommation myocardique

en oxygene. De nombreux systémes d’assistance circulatoire existent aujourd’hui.

Aucun bénéfice du ballon de contre pulsion intra-aortique au cours du choc cardiogénique n’a été
démontré (55). De ce fait, les recommandations récentes sur la prise en charge du choc cardiogénique
recommandent 1’utilisation de ce type d’assistance uniquement chez les patients présentant des
complications mécaniques (49). D’autres systémes d’assistance circulatoire ont été développés plus
récemment dans le but d’améliorer la perfusion coronaire et I’hémodynamique des patients en choc
cardiogénique (56, 57) . Les plus connus sont les systémes TandemHeart™ (Cardiac Assist, Pittsburgh,
USA), Impella© (Abiomed Europe, Aachen, Allemagne), Heartmate® (St Jude Medical Inc. St Paul,
USA) ou bien encore 'ECMO AV (extracorporeal membrane oxygenation artério veineuse).

Malheureusement, aucun de ces systémes n’a encore démontré son efficacité au cours du choc
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cardiogénique (58) et leur utilisation reste exceptionnelle car trés invasifs ils restent réservés aux centres

de référence (18).

En conclusion, le choc cardiogénique reste une complication extrémement grave de 1’IC aigu€ d’origine
ischémique, responsable du déces de plusieurs milliers de patients chaque année. La prise en charge
repose principalement sur le traitement étiologique ainsi qu’un traitement symptomatique basé sur une
réanimation hémodynamique optimale, incluant remplissage vasculaire, agents inotropes et
vasopresseur. En dehors de la revascularisation coronaire en urgence si I’origine du choc est ischémique,
aucun traitement symptomatique (médicamenteux ou non médicamenteux) n’a démontré son efficacité
dans la prise en charge de cette pathologie, soulignant bien la nécessité de développer de nouvelles

thérapeutiques dans le but de réduire la mortalité de ces patients
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2. La dysfonction cardiaque au cours du sepsis

a. Définition du sepsis
Le sepsis est une pathologie fréquente, grave, responsable du décés de plusieurs millions de personnes
dans le monde chaque année (59, 60). Bien qu’il ait été décrit depuis trés longtemps, le sepsis n’a été

que clairement défini a la fin du 20° si¢cle (59).

Le sepsis est un syndrome caractérisé par des anomalies physiologiques, pathologiques et biochimiques
causé par une infection bactérienne, virale, parasitaire ou fongique (60). Au début des années 1990,
I’American College of Chest Physicians et la Society of Critical Care Medicine avaient défini le
syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS), le sepsis, le sepsis sévére et le choc septique
(61) (tableau 1). En 2016, la troisiéme Conférence Internationale de Définition du sepsis et du choc
septique (Sepsis-3) a redéfini le sepsis comme « une défaillance d’organe avec un risque vital induit par
une réponse dérégulée de 1’hote vis-a-vis d’une infection » (60) (tableau 2). L’accent est mis sur la
notion de réponse dérégulée de 1’hdte vis-a-vis de I’infection pour le différencier d’une réponse
appropriée, normale a une infection, qui ne mene pas a des défaillances d’organes (60).
Ancienne définition
Au moins 2 critéres parmi

e Température < 36 °C ou > 38°C

e Fréquence cardiaque supérieure a 90 battements par minute

SIRS e Fréquence respiratoire supérieure a 20 par minute ou pression
partielle artérielle en CO; <32 mmHg
e Leucocytes >20 G/L ou <4 G/L
Sepsis SIRS + infection documentée

Sepsis avec défaillance d’organe aigué (hypotension artérielle, acidose
e lactique, oligurie, baisse du rapport PaO2/Fi02, augmentation de la
Sepsis séveére e e e, - .
créatinine ou de la bilirubinémie, thombocytopénie, anomalie de la
coagulation)
Choc septique Sepsis persistant malgré un remplissage vasculaire optimal
Nouvelle définition (Sepsis-3)

Défaillance d’organe avec un risque vital induit par une réponse

Sepsis a1 e a . :
P dérégulée de 1’hote vis-a-vis d’une infection
Sepsis nécessitant un support vasopresseur pour maintenir une pression
Choc septique artérielle moyenne >65 mmHg, associé a une hyperlactatémie

plasmatique >2 mmol/L, malgré un remplissage vasculaire optimal
Tableau 2 : ancienne et nouvelle définitions du sepsis
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La dysfonction d’organe est définie comme une modification du score SOFA d’au moins 2 points due a
une infection. Le score SOFA peut étre considéré comme égal a zéro si le patient n’est pas connu atteint

de défaillances d’organes préexistantes.

) Evolution défavorable
Infection >

Défaillance d'organes

Figure 2: nouvelle définition du sepsis (d'apres Singer)

b. Epidémiologie du sepsis
L’incidence précise du sepsis est aujourd’hui inconnue (62), elle varie en fonction de la définition
utilisée, du germe responsable, du mécanisme de I’infection et de la présence de défaillance d’organe
(nécessitant alors une prise en charge en Réanimation) (62). La plupart des données épidémiologiques
du sepsis proviennent des pays développés, ou la mortalité qui lui est imputable s’éléve a 2,8 millions
de déces par an (63). En 2001, Angus rapportait qu’aux Etats —Unis d’Amérique, I’incidence du sepsis
sévere s’¢levait a 750 000 cas par an (soit 300 cas pour 100 000 habitants), équivalent a 2.26 cas pour
100 patients hospitalisés (64). En Grande Bretagne, le sepsis correspondait a 27% des admissions en
Réanimation, alors qu’elle était de 12% aux Etas Unis a la méme période (63, 66), témoignant de la
discordance des données épidémiologiques selon les pays. Ceci peut s’expliquer par le nombre de lits
disponibles en Réanimation et en Soins Continus plus important aux Etats Unis qu’en Grande Bretagne,

ainsi que les critéres d’admission différents dans ces deux pays (62). De fagon plus générale, il est tres
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probable que I’incidence du sepsis soit sous-estimée, la population vieillissant, ce phénoméne va
continuer de s’accentuer (62). Les données récentes estiment que le sepsis correspond a la 3° cause de
déces intra-hospitalieére aux Etats Unis en 2014 (67), avec une mortalité variant de 20 a 50% selon les
études (60, 62, 64, 68). Bien que ces données soient issus de registres de pays développés, la mortalité
est trés probablement plus élevée dans les pays en voie de développement mais 1’incidence exact du
sepsis y est inconnue et difficile a estimer (62). Grace aux progres scientifiques et médicaux réalisées
sur les trois derniéres décennies passées en terme de Réanimation et de support d’organes, la mortalité
du sepsis est passée de 80% il y a 30 ans a 20-30% aujourd’hui (64, 69). La mortalité du sepsis reste
cependant trés élevée. La pneumonie est I’¢tiologie de sepsis la plus fréquente, représentant la moitié

des cas, suivie par les infections intra-abdominales et urinaires (64).

Au final, le sepsis demeure un défi mondial pour la santé publique, et correspond a un probléme de santé

publique majeur.

c. Cardiomyopathie septique
Généralités

La cardiomyopathie septique (CS) est un diagnostic souvent posé¢ lorsqu’il existe des perturbations
cardiaques chez un patient atteint de sepsis (70). A ce jour, il n’existe pas de définition consensuelle de
la CS. La complexité du systéme cardiovasculaire et les différents tableaux cliniques que peuvent
prendre la CS rendent son diagnostic tres difficile. La CS a été décrite il y a 40 ans (71, 72). Par manque
de définition précise, la CS est sous diagnostiquée et son incidence exacte n’est pas connue mais
semblerait atteindre 44% des patients septiques (73, 74). La mortalité du sepsis compliqué de CS est 2
a 3 fois plus élevée que le sepsis sans atteinte cardiaque (75, 76). Il s’agit donc d’un véritable défi

diagnostique et pronostique chez le patient septique.
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Physiopathologie de la CS

La cascade physiopathologique du sepsis débute lorsque le systéme immunitaire de I’hote répond a
I’invasion d’un pathogéne par I’activation de la réponse immunitaire innée (77). Cette activation va étre
responsable de la génération et de la libération de médiateurs pro et anti-inflammatoires qui peuvent étre
bénéfiques mais aussi délétéres chez 1’hote (70). Ces molécules libérées vont activer des voies de
signalisation cellulaire, et moduler I’expression de geénes impliqués dans la régulation du systéme
immunitaire de 1’hdte (70, 78). Au final, le sepsis va induire des modifications du systéme immunitaire
de I’hote (génération de médiateurs et modification de 1’expression de génes) pouvant avoir des effets
systémiques déléteres responsables de défaillance d’organes, et notamment cardiaque, pouvant aller

jusqu’au déces du patient (75).

Initialement, la physiopathologie de la CS était simplement limitée a une ischémie myocardique
généralisée secondaire a une réduction du flux coronaire lié¢ au bas débit du choc septique (79). Des
investigations, notamment chez I’Homme, démontreront par la suite que la perfusion coronarienne est
maintenue voir augmentée au cours du sepsis et qu’il n’y a pas de nécrose myocardique associée (80).
Puis I’hypothése de modifications cardiomyocytaire induites par le sepsis a été soulevée (81) notamment
par des effets pléiotropes des médiateurs pro-inflammatoires libérés au cours de la réponse immunitaire
innée (75). Ces médiateurs vont étre responsables de modifications de la perméabilité endothéliale avec
la formation d’cedémes, d’une augmentation de I’infiltration interstitielle par les polynucléaires
neutrophiles, d’une augmentation des dépots de fibrine, et d’une activation de la coagulation (82). En
paralléle, la libération d’espéces réactives de 1’oxygeéne va étre responsable d’une augmentation du stress
oxydant, induisant une dysfonction mitochondriale et une altération du métabolisme du calcium (§3). Il
ne semble pas qu’un mécanisme physiopathologique prédomine sur les autres, mais les mécanismes
responsables d’cedémes myocardiques ayant des effets directs sur la contractilité cardiaque semble étre
les phénomenes prédominants (84). Enfin, une altération du systéme nerveux autonome secondaire au

sepsis peut étre responsable d’une diminution de 1’expression des récepteurs adrénergiques et induire
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une résistance aux catécholamines endogénes. La figure 3 résume les principaux éléments

physiopathologiques impliqués dans le développement de la CS (d’apres (70)).
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Figure 3: mécanismes physiopathologiques de la cardiomyopathie septique

11y a 40 ans, Parrillo décrivait I’existence d’une substance présente dans le sérum de patients septiques,
dont la mise en commun avec des cardiomyocytes de rats était responsable d’une diminution de leur
fraction de raccourcissement (85). Cette substance de nature indéterminée a 1’époque a été dénommée
par les auteurs le facteur dépresseur myocardique (FDM) (85). Les premiers FDM identifiés ont été les
cytokines (notamment le Tumor Necrosis Factor o, (TNF-a) et I’interleukine-1 (IL-1B) (86). Leur taux
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trés élevé aux cours des premiéres 48 premicres heures du sepsis étaient corrélés a la survenue de la
défaillance cardiaque (87). Ces résultats ont été confirmés par la suite (86). Cependant, [’hypothése
selon laquelle les cytokines seraient les seules substances responsables de la dépression myocardique
d’origine septique a été remise en question rapidement lorsqu’il a été démontré que la défaillance
cardiaque persistait malgré une normalisation des taux de ces FDM apres la 48° heure de sepsis (83, 87,
88). 11 a donc été suspecté d’autres substances responsables de la défaillance cardiaque (87). Leur nature,
leur nombre et le mécanisme par lequel ces substances altérent la fonction cardiaque ne sont que
partiellement connus. De nombreux auteurs ont tenté d’identifier précisément les FDM (835, 86, §9-91).
Malheureusement les données sont contradictoires en raison des caractéristiques hétérogenes
(notamment du poids moléculaires (89, 90, 92), des conditions de solubilité (90, 92), du délai d’activité
(90, 92, 93)) rendant leur étude et la définition de caractéristiques communes difficiles (94). Le tableau
3 regroupe de maniére non exhaustive les principaux FDM impliqués au cours du sepsis connus a ce

jour.
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Nom

TNFa

IL-6

MIF

ADM

IL1p

NO

Conditions d’expérimentation

Sepsis expérimental et clinique

Choc hémorragique expérimental
(rat)

Sepsis clinique
(méningococcémie)

Sepsis expérimental (injection de
LPS chez la souris)

- Sepsis expérimental (LPS et
CLP chez le rat)

Sepsis clinique
(méningococcémie)

-Culture cellulaire

Tableau 3: principaux facteurs dépresseurs myocardiques connus impliqués dans le sepsis

Caractéristiques générales
- Cytokine
- 17 kDa, 185 acides aminés

- impliqués dans 1’apoptose, la
nécrose et I’activation de la voie
NF«xB

-Cytokine pro-inflammatoire
(phase initiale)

-Action via I’activation de la voie
JAK-STAT

- Cytokine pro-inflammatoire
exprimée de fagon ubiquitaire dans
de nombreux processus
inflammatoires

- Peptide inotrope positif de 52
acides aminés, hyper produit par les
cardiomyocytes ventriculaires

- Responsable d’hyperperméabilité
capillaire au cours du sepsis

- Cytokine pro-inflammatoire

- Principalement impliquée dans la
réponse inflammatoire

- Médiateur paracrine synthétisé
principalement par les cellules
endothéliales via la NO synthase.

Mécanisme(s) impliqué(s)
- Activité directe sur le
cardiomyocyte par relargage
de NO et d’especes réactives
de I'oxygene.

- Activité de dépression
myocardique via les
récepteurs TLR4 et p55 dans
le choc hémorragique.

- Dépression myocardique
dose dépendante.

- Arrét de ’activité
dépressive si épuration totale

- Action directe sur les
cellules via le récepteur
gp130

- Amélioration de la fonction
cardiaque si blocage par
anticorps dans le choc
septique induit par LPS chez
la souris.

- Mécanisme d’action
inconnu (TNFa
indépendant).

-Voie adényl cyclase
dépendante.

-Altération de la voie du
calcium du réticulum
sarcoplasmique

- Dépression myocardique
dose dépendante.

- Arrét de ’activité
dépressive si épuration
totale.

- Mécanisme d’action
inconnu.

- Second messager dans la
dépression myocardique
induite par le TNFa (via NO
synthase dépendante du
calcium)

Références

(94, 95)

(94, 96)

(97-99)

(100, 101)

94)

(102)

Les FDM semblent impliqués dans la dépression myocardique observée au cours du choc septique,

hémorragique et de la brllure (85, 86, 89-91). D’autres substances pourraient étre cependant
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incriminées. Des études complémentaires sont nécessaires pour expliquer plus précisément la
physiopathologie de la CS mais aussi dans le but de proposer de nouvelles pistes thérapeutiques, dirigées

vers les FDM.

3. Le systéme rénine angiotensine aldostérone

Le systéme rénine angiotensine aldostérone (SRAA) a été décrit il y a plus d’un siecle par Tigerstedt et
Bergman (7103). Nos connaissances sur ce systéme sont en constante progression. Le SRAA est 1’un des
principaux systéme régulateur de I’homéostasie hydro-sodée et de la pression artérielle (/03). De par
son role majeur dans la vasoconstriction systémique, le SRAA a été le premier systéme neurohumoral a
étre étudié au cours I’IC (104). Aujourd’hui, les recommandations internationales sur la prise en charge
de I’IC chronique mettent clairement les médicaments inhibiteurs du SRAA (inhibiteurs de I’enzyme de
conversion de I’angiotensine et antagonistes des récepteurs a I’angiotensine 2) comme les thérapeutiques
de premiere intention dans la prise en charge de 1I’IC chronique, soulignant le role prépondérant de ce

systéme dans la physiopathologie de cette pathologie (13, 105, 106).

a. Physiologie générale du SRAA
La rénine est une aspartate protéase produite par les cellules de I’appareil juxtaglomérulaire de I’artériole
afférente rénale (7104). Elle provient du clivage de la prorénine (104). Lors d’une diminution de la
pression artérielle, les barorécepteurs de la paroi des artérioles afférentes vont répondre en sécrétant de
la rénine (107). La synthése de la rénine est inhibée par de nombreux facteurs, notamment
I’augmentation de la pression de perfusion rénale, de la pression artérielle systémique et de la volémie.
La rénine clive I’angiotensinogéne en angiotensine 1 (clivage de 10 acides aminés), elle-méme clivée
par I’enzyme de conversion (ACE) en angiotensine 2. A noter que la chymase est une protéase qui clive
elle aussi I’angiotensine 1 en angiotensine 2 (708). Elle est la voie principale de synthése de
I’angiotensine 2 dans le cceur (109). Toute diminution de la pression artérielle systémique ou de la

volémie va avoir comme principale conséquence une augmentation du taux d’angiotensine 2 circulant,
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dont le réle va étre de rétablir une pression artérielle adéquate (action vasoconstrictrice directe et
sécrétion d’aldostérone). La production d’angiotensine 2 est assurée au plan systémique mais aussi au
plan local (notamment dans le tissu cardiaque (710, 111)). L’enzyme de conversion de 1’angiotensine
de type 2 (ACE 2) est une carboxypeptidase dont la séquence peptidique est identique a celle de I’ACE
(112). L’ACE2 génére de I’angiotensine (1-7) a partir de 1’angiotensine 2, heptapeptide d’action
vasodilatatrice (1/0). L angiotensine (1-7) agit en se fixant sur les récepteurs mas mais dont les roles

précis ne sont pas clairement élucidées. (1173).

Les angiotensines agissent via des récepteurs spécifiques a la surface des cellules. Le tableau 4 regroupe
les différents récepteurs aux angiotensines ainsi que leurs effets lorsqu’ils sont activés (111, 114—120).
Le récepteur de type 1 de ’angiotensine 2 (AT1) est le principal effecteur de 1’angiotensine 2. Le
récepteur de type 2 de ’angiotensine 2 (AT2) a des effets opposés en tous points a I’AT1 (121). Le
récepteur de type 4 (AT4), spécifique de I’angiotensine 4, est impliquée dans la fonction tubulaire rénale
et dans les phénomeénes de mémorisation chez le rongeur (122). La rénine et la prorénine sont impliquées
dans la synthése d’angiotensine 1 et 2 (123, 124). Des travaux précliniques ont démontré qu’elles
participent a la régulation de la pression artérielle (125). Leurs roles précis chez I’humain restent

cependant & définir. La figure 4 résume 1’ensemble des enzymes et des récepteurs du SRAA (d’apreés

(103)).

Nom Ligand(s) Fonctions
Récepteur de type 1 de Vasoconstriction, libération

. : Angiotensine 2 , .
I’angiotensine 2 £ d’aldostérone, croissance

Angiotensine 3

(AT1) cellulaire, inflammation, fibrose
Récepteur de type 2 de Antagonisme des effets de I’ATI,
I’angiotensine 2 Angiotensine 3 apoptose, neuroprotection,
(AT2) inflammation
s (e P arste Angiotensine 4 . Vasodilatatiop, baisse QH
4 Leu-Val-Val-hemorphine transport tubulaire du sodium,
7 inflammation
Récepteur de la Rénine Augmentation de la synthese
rénine/prorénine Prorénine d’angiotensine, fibrose
Antagonisme des effets de ’AT1,
Récepteur mas oncogéne Angiotensine (1-7) antidiurétique, inhibition de la

croissance cellulaire
Tableau 4 : récepteurs cellulaires du SRAA
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Enzymes Récepteurs

prorénine ., _
M
. = = ~h R - g
Angiotensinogene o ecepteurs rénine
o T et prorénine
l rénine  a==="""

Angiotensine (1-10)
Angiotensine 1

l ACE, chymase _» AT2
Angiotensine (1-8) =====~""""""
Angiotensine2 T TTTTmmemeeeol L >~ AT

Angiotensine (1-9)

aminopeptidase A T

Angiotensine (2-8) <
Angiotensine 3

néprilysine

ACE2
néprilysine ACE2

aminopeptidase A, M

. . Angiotensine (3-8
Angiotensine (1-7) A?lgiotensin((34) ________ > AT4

ACE ' '
aminopeptidases aminopeptidases
endopeptidases endopeptidases

Peptides inactifs Peptides inactifs

Figure 4: vue générale du systéme rénine angiotensine aldostérone

b. Rodles du SRAA au cours de I’IC
Le SRAA est historiquement le premier systéme neuro-hormonal a avoir été étudié au cours de I'IC
(104). Au cours I’HFrEF ou la contractilité myocardique est réduite, la baisse de pression artérielle
secondaire a une réduction du débit cardiaque est détectée par les barorécepteurs carotidiens et aortiques
(126). Ces récepteurs vont activer une série de mécanismes visant & compenser cette baisse de pression
et de débit, en adaptant notamment la fréquence cardiaque, la contractilité myocardique, la rétention
hydro-sodée rénale, et 1’¢tat de constriction des vaisseaux sanguins (726), dans le but d’assurer une
perfusion tissulaire minimale (727). Ces mécanismes compensateurs sont activés via le systéme nerveux

sympathique et le SRAA, et forment la réponse neuro-hormonale (726). Ces mécanismes et leurs effets
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sont représentés dans la figure 5 (7126). L’activation rapide de ces mécanismes va permettre la libération
de médiateurs vasoconstricteurs telles que 1’angiotensine 2 (dont les réles ont été décrits plus haut), la
vasopressine mais aussi de nombreux neurotransmetteurs adrénergique dans la circulation systémique
et locale, notamment cardiaque (7104, 126, 128). L activation de ces systémes va perdurer tant que la
cause de I’IC persiste, ceci ayant comme conséquence 1’apparition d’effets déléteres (hypertrophie et
nécrose cardiomyocytaire (129-131), fibrose cardiaque, arythmies, baisse du flux sanguin rénal,

altération de la réponse aux peptides natriurétiques, hypertrophie vasculaire, etc (126)).

Baroreceptor
dysfunction

. 4 Afferent
Einhil::itrcar‘_.-r signals

TN

f—( Vasomotor center

Y

T Sympathetic nervous . . T Vasopressin
Sﬁteh activity [T Szt J secretion

[T Renin secretinnJ

L J %, - &

U Limh bldod ﬂow]

1 Renal blood flow

T Aldosterone secretion
Sodium reabsorption

T Water rea bsorption

Figure 5 : schéma représentatif des mécanismes neuro-hormonaux activés lors de I’IC.

L’activation du SRAA représente une étape clé dans la physiopathologie de I’IC chronique en permettant
de contrecarrer les effets systémiques et régionaux d’une baisse de la contractilité myocardique (127) et

d’assurer ainsi une perfusion tissulaire optimale, au moins dans les premiers temps de la maladie (126,
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127). Le SRAA a été peu étudié au cours de I’IC aigué. Ainsi les rdles exacts de certains acteurs du

SRAA au cours de I’IC aigué ne sont pas connus.
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c. SRAA et sepsis

Le SRAA est un systéme majeur impliqué dans le maintien de la volémie et de la pression artérielle. Le
SRAA est activé au cours du sepsis pour assurer le maintien de la volémie et le tonus vasculaire (732,
133). Bien qu’il ait été initialement décrit dans le plasma, le SRAA n’est pas limité uniquement a la
circulation systémique, plusieurs de ses composants étant synthétisés et activés dans d’autres organes
(notamment le cerveau, les vaisseaux, les glandes surrénaliennes, le tissu adipeux, les reins et le cceur)
(134). Le role du SRAA au cours du sepsis n’a été que peu étudié. Mais il est clairement démontré que
le SRAA est activé au cours du sepsis pour essayer de maintenir un tonus vasomoteur (7135-139). En
cas d’activation prolongée, le SRAA peut avoir des conséquences cliniques délétéres (vasoconstriction
intense, ischémie, insuffisance rénale aigu€ (733)) de méme qu’en cas de sous activation (choc

réfractaire (140), dysfonctions d’organes multiples (136, 141)).

Enréponse a la défaillance cardio-circulatoire d’origine septique, le SRAA va étre activé en méme temps
que 1’axe hypothalamo-hypohysaire, que les glandes surrénales et que le systéme nerveux sympathique

dans le but d’assurer la perfusion des organes minimale (137, 138, 142—144).

Un excés de formation de monoxyde d’azote (NO) est un des principaux mécanismes potentiellement
responsable de la dysfonction vasculaire et de la vasoplégie observées au cours du sepsis, la NO synthase
(responsable de la formation du NO) étant stimulée par les cytokines pro-inflammatoires en réponse a
une infection (745). D’autres mécanismes sont impliqués dans cette vasoplégie septique puisque
I’inhibition de la NO synthase au cours du sepsis ne permet pas de lutter entierement contre 1’hypo
réactivité vasculaire aux catécholamines (746). Dans ce contexte, I’hypothése d’une dysfonction du
SRAA au cours du sepsis pouvant expliquer en partie la vasoplégie septique a été soulevée (134).
Cependant, les taux tissulaires et plasmatiques d’angiotensine 2 sont augmentés au cours du sepsis (136,
147) mais ses effets biologiques sont réduits a cause d’une inhibition de ses récepteurs induite par

niveaux ¢élevés de cytokines et de NO (136, 137, 147). De plus, la sécrétion de catécholamines
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normalement induite par I’angiotensine 2 est réduite a cause d’ une diminution du nombre de récepteurs

disponibles a I’angiotensine 2 au niveau du cortex surrénalien (7148).

Les enzymes de conversion de 1’angiotensine 1 et 2 sont impliquées dans la physiopathologie de la
dysfonction endothéliale d’origine septique (136). Les taux tissulaires d’angiotensine 2 dans le cceur et
dans I’aorte sont augmentés a la phase initiale et tardive du choc septique (749). De plus, ces facteurs
semblent étre impliqués dans la dépression myocardique du sepsis induite par injection de LPS via une
action synergique avec le NO, responsables alors d’un déséquilibre de I’homéostasie calcique
intracellulaire et une dysfonction mitochondriale (750). 1l est aussi important de noter que I’angiotensine
2 augmente la perméabilité micro vasculaire participant ainsi au phénoméne de fuite capillaire observé
au cours du sepsis (/51). Enfin, ’excés de stimulation du SRAA, comme il peut étre observé au cours
du sepsis, peut étre responsable d’une vasoconstriction et excessive, de thromboses micro vasculaires et

d’un état inflammatoire important (/52), comme décrits plus haut.

En conclusion, le SRAA est impliqué dans la physiopathologie et dans les conséquences systémiques
du sepsis. Sa modulation, en agissant sur les différents acteurs, pourrait permettre de limiter les

défaillances d’organes, notamment cardiaques et endothéliales, d’origine septique.
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4. Les enképhalines
a.  Généralités
En 1975, Kosterlitz et al. ont décrit une substance endogene semblable a la morphine qui interagissait
directement avec les récepteurs morphiniques : I’enképhaline (littéralement « in the head ») (153). En
parallele, Hughes purifiait la Met-enképhaline et la Leu-enképhaline, deux pentapeptides provenant du
broyat de cerveaux porcins (154). Par la suite, de nombreuses enképhalines et leurs récepteurs ont été
purifiés (155), notamment au niveau du systéme nerveux central (médulla des glandes surrénales, le
noyau du tractus solitaire, le noyau dorsal du nerf vague, et le nucleus ambigus) et périphérique
(neurones sympathiques et parasympathiques) ainsi que dans le coeur, dans la rate, dans I’estomac, dans
les intestins, dans le pancréas et dans le foie (156, 157). La caractéristique des enképhalines est leur
demi-vie trés courte (de I’ordre de la minute) (7158). Les enképhalines sont des pentapeptides présentes

chez tous les mammiféres avec une chaine aromatique en position 4 essentielle a leur activité (158),

(figure 6).
NH,
CONH,
CH2 — CH—CONH—CH,—CONH— CH,— CONH —CH— CONH — CH— COOH
I |
CH, Ci—|2 CONHCH,
CH,
I
S-CH,
Figure 6 : structure de la Met-enképhaline
Trois geénes codent pour les peptides opioides et apparentés: celui codant pour la pro-

opiomélanocortine, la prodynorphine et la proenképhaline, précurseurs respectifs des endorphines, des
dynorphines et des enképhalines (159, 160). Ces précurseurs sont tous présents dans le cceur et agissent
sur les récepteurs k-, u- et 0- des opioides (155). Bien que les rdles neuronaux des peptides opioides

soient largement décrits dans la littérature (notamment leur effets sur la respiration, le sommeil, la
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fonction immunitaire, la régulation neuro-endocrine, la régulation thermique, I’attention, la mémoire, le

stress etc...(161-165)) leur role précis sur la fonction cardiovasculaire n’a été que tres peu étudiée.

b.

Les enképhalines et la fonction myocardique

Les enképhalines jouent un role important dans la physiologie cardiovasculaire car elles agissent

directement sur le systéme nerveux central et périphérique (166). Lorsqu’ils se fixent a leurs récepteurs,

les peptides opioides peuvent altérer la fonction myocardique par des effets directs sur la fréquence

cardiaque (tachycardie ou bradycardie) et sur la pression artérielle (hypotension ou hypertension). Ces

effets peuvent varier en fonction de I’espéce étudiée, de la dose de peptide utilisée et du site

d’administration (167, 168). Le tableau 5 reprend 1’ensemble des effets cardiovasculaires des peptides

opioides (155).

Type de
récepteurs
aux opioides

n

Site d’action centrale

Hypotension
Bradycardie

Hypotension, bradycardie
(moélle, tronc cérébral, 3¢
ventricule)

Hypertension et
tachycardie (noyau tractus
solitaire)

Hypotension artérielle
Hypertension artérielle

Site d’action systémique

Vasodilatation
Bradycardie
Augmentation débit sanguin cérébral

Inhibition du relargage de
noradrénaline
Vasoconstriction
Hypotension

Bradycardie

Inhibition du relargage de
noradrénaline
Vasoconstriction
Hypotension artérielle
Bradycardie

Tableau 5: effets cardiovasculaires de la stimulation centrale et périphérique des récepteurs aux

opioides

Les effets cardiovasculaires des enképhalines sont différents selon leur site d’administration (central ou

périphérique) faussement attribuées initialement a la faible pénétration de ces peptides dans les centres

cardiovasculaires du cerveau (169). Par exemple, Feuerstein a démontré les effets presseurs et
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dépresseurs des [D-Ala?, D-Leu’]-enképhalines sur les récepteurs p cérébraux selon leur site

d’administration (169).

c.  Laproduction endogene cardiaque des enképhalines
Les enképhalines sont synthétisées et libérées dans le systéme nerveux central et périphérique (7158).
Dans le cceur, elles sont co-localisées avec les catécholamines au niveau de ’extrémité terminale des
neurones (156). La majeure partie des enképhalines cardiaques semblent directement produite par les
cardiomyocytes (170, 171). La transcription myocardique du géne de la proenképhaline code pour un
polypeptide de 31 kDa qui va subir des modifications post-transcriptionnelles et donnera naissance a la
Met-enképhaline, a la Leu-enképhaline, a la Met>-enkephaline-Arg®-Phe’ (MEAP), a la Met-
enképhaline-Arg®-Gly’-Leu®, aux analogues de amidorphine et de la metorphamide, et a d’autres

peptides (notamment les peptides B, E, F, I et BAMP20)(figure 7) (159, 172, 173)).

Proenképhaline

l enképhalinases

Polypeptides contenant
I'enképhaline

enképhalinases enképhalinases

Met-enképhaline Met-enképhaline-Arg®-Gly’-Leu®
Met-enképhaline-Arg®-Phe’
Leu-enképhaline

Figure 7 : schéma de la voie de production des enképhalines depuis la proenképhaline.

Bien que les niveaux de transcription d’ ARN messagers codant pour la proenképhaline soient plus élevés
dans le cceur que dans le cerveau, suggérant un potentiel de synthése des opioides plus important dans

le ceeur, la quantité d’extraits de peptides dérivés de la proenképhaline est plus basse dans ce dernier
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(173, 174). Ceci peut en partie étre expliqué par le fait que ces peptides ne sont pas stockés dans le cceur,
mais rapidement excrétées puis dégradées par les enképhalinases. En 2000, Younes et al. démontraient
que 95% des enképhalines localisés dans cceur de rat étaient stockés sous forme de précurseurs (20%),
de peptide B (43%) et de MEAP (32%) (172). Au sein méme du cceur, des disparités de transcription
d’ARN messager et d’expression protéique existent. Ainsi, Weil et al. a démontré que les niveaux de
transcription d’ARN messager de la proenképhaline étaient quatre fois supérieurs dans le ventricule
gauche que dans le ventricule droit chez le rat, possiblement lié au fait d’une expression sélective du
gene (175). Enfin, le relargage des enképhalines est fonction des événements myocardiques. Dans ce
sens, un travail démontrait en 2001 que le taux de Leu-enképhaline mesuré dans le sinus coronaire était

augmentg¢ en cas d’ischémie reperfusion chez le rat (176).

Le cceur est un organe endocrine complexe et dont la fonction myocardique est influencée par la

sécrétion autocrine et paracrine des enképhalines.

d.  Les récepteurs aux peptides opioides
Dans le cerveau, les récepteurs aux opioides sont concentrés dans le tronc cérébral et dans
I’hypothalamus, a proximité des centres cardiovasculaires (177). Dans le ceeur, 3 types de récepteurs
aux peptides opioides ont été identifiés : k, et 0. Le tableau 6 regroupe les trois sous types de récepteurs

aux opioides avec leurs agonistes et antagonistes connus a ce jour.

Type Agonistes naturels Agonistes synthétiques Antagonistes
e Beta-endorphine * Morph%ne . e Naloxone
\ . e Morphiceptine
e Met-enképhaline . e Naloxozone
n . e Sufentanil .
e Endomorphine 1 \ . e Naloxonazine
. e D-enképhaline
e Endomorphine 2 . e Naltrexone
e Etonitazene
5 Leu-enképhaline e D-enképhaline e Nalozone
e Met-enképhaline e Deltorphine I et I e Naltrindole
e Mrl452
. © Byl e Mr2266
K e Dynorphine ketocyclazocine
e Enadoline * UPHIT
e DIPPA

Tableau 6 : agonistes et antagonistes des principaux récepteurs aux opioides
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La localisation précise des récepteurs aux opioides et leur quantité restent cependant indéterminées. Bell
et al. ont rapporté dans une étude chez ’Homme que le récepteur o était le sous-type prédominant au
niveau du myocarde de I’atrium et du ventricule, suivi par le sous-type p (178), contrastant avec de
nombreuses études précédentes qui décrivaient que les sous-groupes k et o étaient majoritaires chez
I’adulte (179-184). Une autre étude, chez I’animal cependant, rapportait la présence des sous-groupes k
et 6 chez I’adulte, alors que les sous-groupes « et  étaient les seuls en période post-natale immédiate
(183). D’aprés ces observations, Wittert concluait a la prédominance du sous-groupe o chez le rat adulte
(166, 178). Les enképhalines et les catécholamines sont présentes au niveau du sarcolemme du
cardiomyocyte (155). Dans le cceur, les récepteurs aux opioides sont co-localisés avec les récepteurs 3
adrénergiques (185). La libération des peptides opioides va donc avoir des conséquences sur les
résistances systémiques vasculaires, la contractilité et la fréquence cardiaque (755). En 2000, Pepe et al
démontrait que I’injection de 10® M de Leu-enképhaline dans un cceur isolé de rat inhibait
I’augmentation de la pression systolique du ventricule gauche suite a I’injection de noradrénaline (185).
Une étude des mémes auteurs démontrait que 1’injection de la méme enképhaline était responsable d une
suppression du courant Ca*" de type L, de la transitoire calcique et de la contraction myocardique
ventriculaire chez le rat (186). Tous ces effets étaient abolis par 1’injection de naloxone, un peptide
antagoniste des récepteurs aux peptides opioides (7186). La figure 8 schématise 1’interaction complexe

qui existe entre les récepteurs aux opioides et les récepteurs B adrénergiques (187).
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Figure 8: voies de signalisation intracellulaire commune aux récepteurs opioides et aux récepteurs 3
adrénergiques.

e.  Voies de signalisation intracellulaire cardiaque des enképhalines
Les récepteurs aux opioides appartiennent a la grande famille des récepteurs couplés aux protéines G
(188). Ces récepteurs partagent une structure commune faite de 7 domaines transmembranaires,
traversant la membrane cellulaire sous forme d’hélices (189). Plus de 800 récepteurs couplés a des
protéines G sont aujourd’hui connus dans 1’espéce humaine, regroupés en 5 grandes familles et sous
familles selon leur séquence d’acides aminés (190). Ces récepteurs sont impliqués dans un trés grand
nombre de processus physiologiques (cardiovasculaires, endocriniens, vision etc...). Ils sont une cible
thérapeutique d’intérét dans un grand nombre de pathologies (7191, 192). Aprés la liaison a leur ligand,
les récepteurs couplés aux protéines G vont subir des modifications conformationnelles, permettant leur
contact avec la protéine G qui devient active (protéine liant les nucléotides guanyliques), et qui va a son

tour moduler ’activité d’une enzyme ou d’un canal ionique (193), (figure 9).
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Figure 9 : schéma récapitulatif du cycle d'activation et de désactivation du récepteur couplé aux
protéines G lors de la liaison avec son agoniste.
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Dans le ceeur, lorsqu’ils sont activés, les récepteurs couplés aux protéines G ayant comme ligand les
enképhalines vont inhiber 1’adénylate cyclase, qui va alors diminuer la production d’AMP cyclique
(194) et les réserves de calcium intracellulaires cardiaque (7195) (effet inotrope négatif). L’inositol (1,
4,5) triphosphate (IP3) et le diacylglycérol générés au cours de cette cascade d’activation du récepteur
deviennent les substrats de la protéine kinase C (figure 10). Onze formes différentes de protéine kinase
C ont été décrites dans le coeur. L’activation et la translocation d’iso formes de protéine kinase C dans
la mitochondrie suivies d’une ouverture des canaux potassiques sensibles a I’ATP (K*a1p) semblent étre

la principale voie de signalisation impliquée dans le pré conditionnement ischémique myocardique (796,

197).
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f.  Enképhalines et insuffisance cardiaque
Le systéme nerveux sympathique est un des systémes majeurs de la régulation du systéme
cardiovasculaire (7/98). Au cours de I’'IC, en réponse a une baisse du débit cardiaque et de la pression
artérielle, le systéme nerveux sympathique est activé et permet une augmentation des résistances
vasculaires systémiques, de 1’inotropisme et de la fréquence cardiaque (126). Cette réponse neuronale
est majeure, précoce et vise a compenser la baisse de débit et de pression induite par la dépression
myocardique observée au cours de certains types d’IC (126). Cependant, lorsque la défaillance cardiaque
persiste, I’augmentation des résistances, de I’inotropisme et de la fréquence cardiaque peut induire une
augmentation du travail myocardique rendant ce mécanisme de compensation, initialement adapté et

bénéfique, alors délétére a long terme (199).
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Comme vu plus haut, les enképhalines ont une action opposée a celles des catécholamines suite a une
stimulation neuronale cardiaque, notamment en ayant des effets inotropes négatifs responsable alors
d’une dysfonction contractile et d’une baisse de la réponse a la stimulation sympathique. De maniére
intéressante, il a été démontré que les taux de Met-enképhaline étaient augmentés au cours de 1I'IC
chronique, et que ces taux €taient corrélés au degré de sévérité de la maladie (200-202). Himura et al.
ont démontré que 1’injection de naloxone, un antagoniste des récepteurs aux opioides, améliorait
I’hémodynamique et la fonction cardiaque chez des chiens conscients dans un modele d’IC congestive
(203). Toujours dans ce méme modele, une augmentation rapide des doses d’un antagoniste des
récepteurs o s’accompagnait d’une augmentation de la contractilité myocardique (202). A 1I’opposé€, une
¢tude de Llobel en 1997 décrivait des effets dépresseurs de la naloxone et de la naltrindole, un
antagoniste spécifique des récepteurs 6 aux opioides, dans les oreillettes droites de ceeurs humains sains

ou atteints d’IC (204).

En conclusion, les enképhalines semblent jouer un role central au cours de la dysfonction myocardique
de I'IC. Une meilleure compréhension de leur implication dans les maladies cardiovasculaires est

indispensable car elles représentent des cibles thérapeutiques potentielles de I’IC.
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5. Les enképhalinases

a.  Généralités sur les enképhalinases

Les enképhalinases forment un groupe hétérogéne d’enzymes qui clivent les peptides opioides. Le site
de clivage des enképhalinases dépend de la séquence des acides aminés de 1’enképhaline a cliver (figure

11) (205).

Dipeptidylaminopeptidase

o

Aminopeptidases

A

HN — Tyr' — Gly> — Gly’ — Phe* — Met — OH

Enzyme de conversion de I'angiotensine
Enkephalinase

Figure 11 : sites de clivage des enképhalines en fonction des enzymes

Quatre groupes d’enképhalinases ont été décrits. Leur classification est fonction des éléments

composants le site catalytique de 1’enzyme (205). Elle comprend :

les métallo-peptidases (ou métalloprotéinases)

= e sérine-peptidases

les carboxypeptidases

les thiolpeptidases

Dans la suite de ce travail, nous nous intéresserons exclusivement aux dipeptidyl-peptidases appartenant

au groupe des métallo-peptidases.
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b.

Les dipeptidyl peptidases (DPP)

Huit DPP ont été décrits a ce jour. Le tableau 7 regroupe les DPP avec leurs principales caractéristiques

connues a ce jour (206).

DPP1

DPP2

DPP3

DPP4

DPP6

DPP8

DPP9
DPP10

Classe
peptidique

Cystéine
peptidase

Sérine peptidase

Meétallo-peptidase

Sérine peptidase

Sérine peptidase

Sérine peptidase

Sérine peptidase

Sérine peptidase

Tableau 7 : caractéristiques des différentes dipeptidyl peptidases chez les mammiféres

Localisation
cellulaire

Lysosome

Lysosome

Cytoplasme

Membrane

Cytoplasme
Membrane
Noyau

Cytoplasme

Cytoplasme
Membrane
Membrane

Activité

Exopeptidase
Endopeptidase

Dipeptidyl
aminopeptidase

Dipeptidyl
aminopeptidase

Dipeptidyl
aminopeptidase

Dipeptidyl
aminopeptidase

Dipeptidyl
aminopeptidase
Dipeptidyl
aminopeptidase
Protéolyse

Raéles physiologiques

- Activation des sérines
peptidase

- Réponse immunitaire
- Hydrolyse
d’oligopeptides

- Hydrolyse
d’oligopeptides

- Turnover protéique

- Nociception

- Stress oxydant

- Régulation pression
artérielle

- Réponse T cellulaire
- Interaction hote-
pathogéne

- Dégradation matrice
extracellulaire

- Modulation de KCND2

(canal K+ cardiaque)
- Réponse immunitaire

- Hydrolyse protéique
-NA

Références

125

126

19

127

128

129

130
131
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c.  Ladipeptidyl peptidase-3 (DPP3)
I Géneralités
La DPP3 (aussi appelée enképhalinase B (207), angiotensinase des globules rouges (208), dipeptidyl
aminopeptidase III (207) et dipeptidyl arylamidase III (209)), appartient a la famille des métallo-
peptidases (2/0). Elle fait partie du systeme protéolytique (dégradome) des mammiferes.
Historiquement, les métallo-peptidases étaient uniquement connues pour jouer un réle dans le stade
terminal de la dégradation des protéines (206). Par la suite, il a été décrit de nombreux roles de ces
peptidases a différentes étapes du processus de dégradation des peptides (2/7-214), de la régulation du
cycle cellulaire (215), de la maturation protéique (216), du processus infecticux d’origine virale (217)
et de la défense contre le stress oxydant (2/8). L’intérét des scientifiques pour les métallo-peptidases est
grandissant car elles jouent un rdle clé dans de nombreux processus physiologiques et

physiopathologiques.

La DPP3 (DPPIII, EC 3.4.14.4) est historiquement la troisiéme dipeptidyl peptidase a avoir été
découverte (206). Elle a été purifiée pour la premicre fois en 1967 a partir de broyats de cerveaux bovins
(209). Depuis, elle a été purifié depuis de nombreux autres tissus et organismes vivants : érythrocytes
humains (208, 219), polynucléaires neutrophiles (220), monocytes et lymphocytes (221), placenta (222),
muscle (223), peau (224), liquide céphalo-rachidien (221), cristallin (225, 226), cellules de
neuroblastome (218), chez le rat (foie (227), peau (224) et cerveau (207, 228)), chez le porc (muscle
squelettique et rate porcins (229)), érythrocytes de lapin (230), cerveau de singe et de chévre (231-233),
Echis coloratus venom (234), Drosophila melanogaster (235), Blaberus craniifer (236), Dictyostelium
discoideum (237), S. cerevisiae (238), Schistosomes (239), Leishmania major (235), et Entamoeba

histolytica (240).
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ii.  La DPP3 est caractérisée par son site catalytique HEXXGH
Les membres de la grande famille des métallopeptidases sont caractérisés par la présence du site
catalytique HEXXGH (His-Glu-Leu-Leu-X-X-Gly-His) (241). Présentant un motif unique, la DPP3 a
été classée dans la famille M49. Les deux résidus His présents au niveau de son site catalytique fixent

un ion divalent (principalement ion Zn") (206).

iii.  Localisation cellulaire
La DPP3 a été décrite initialement comme une peptidase de localisation cytosolique (208, 222).
L’absence de peptide signal dans la structure primaire de la DPP3 humaine (hDPP3) va dans ce sens
(242). Cependant, quelques études ont prouvé que la DPP3 avait aussi une activité membranaire chez
les mammiferes (207, 220, 231, 243). Les mécanismes exacts impliqués dans 1’adressage de 1’enzyme
a la membrane sont a ce jour inconnus (243). Quelques travaux supposent que des modifications post-
translationnelles des protéines adressées a la membrane et indépendantes du complexe réticulum
endoplasmique — systéme de Golgi peuvent adresser certaines protéines a la membrane (244-246),
notamment par des mécanismes de myristoylation (242) et de phosphorylation (247). Ces sites sont
présents dans la structure de la DPP3 (206). Enfin, la DPP3 a été identifiée dans certains secteurs
extracellulaires, notamment le placenta, le plasma séminal et le liquide céphalo-rachidien (221, 222,
248). Bien que le mécanisme par lequel la DPP3 est présente dans ces secteurs demeure inexpliqué,

I’hypothése d’un relargage de I’enzyme lors d’une mort cellulaire est I’hypothese la plus probable (249).

iv.  Mécanismes d’action de la DPP3
La DPP3 clive le dipeptide de I’extrémité N terminale des oligopeptides selon un mécanisme catalytique
proche de celui la thermolysine et de la néprilysine, bien qu’elles ne présentent pas de similarités
structurelles entre elles (250). La liaison entre la DPP3 et son substrat est déterminée par deux facteurs

importants :
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o L’orientation : c’est ’extrémité C-terminale du ligand qui doit pénétrer a I’intérieur du site
catalytique, et ’extrémité N-terminale du ligand doit étre exposée a I’extérieure.
e La proximité : pour que la réaction catalytique puisse se faire, I’extrémité N-terminale du

ligand doit se trouver a une distance de 6-7 A de I’ion métallique central.

La spécificité d’une peptidase vis-a-vis de son substrat est déterminée par les caractéristiques de la
séquence d’acides aminés de ce dernier a proximité de la zone de clivage (250). Cependant, aucune
caractéristique du genre n’a été retrouvée chez la DPP3. Ainsi, la DPP3 est capable d’hydrolyser tous
types de résidus (aromatiques, hydrophobes, basiques, etc) (206). Un large site catalytique associé a une
flexibilité conformationnelle de I’enzyme permet une adaptation de la DPP3 a son substrat, quelle que
soit sa longueur et sa composition. La DPP3 présente donc une activité peptidase non spécifique (206).
Les peptides d’une longueur supérieure a 10 acides aminés ou inférieure a 3 acides aminés ne sont pas
clivés par la DPP3 (251). Bien que les raisons exactes ne soient pas élucidées, I’hypothése de la présence
d’une angulation particuli¢re formée par un triplé d’arginine dans ce type de peptide (> 8 acides aminés)

rendrait I’adaptation de 1’enzyme a son substrat difficile (206).

v.  Proprietes physico-chimiques de la DPP3
a. Substrats
Comme cité plus haut, la DPP3 est une exo-aminopeptidase, clivant I’extrémité N-terminale des peptides

de 3 a 10 acides aminés (207, 209). Les substrats de DPP3 connus a ce jour sont résumés dans le tableau

5.
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Substrats Reference

Angiotensines
e Angll
e Anglll (208, 231)
e AnglV
Proctoline (252)
Enképhalines
e Leu-enképhaline (253)
e  Met-enképhaline
Endorphine
e Endomorphine 1 (254)
e Endomorphine 2
p-casomorphine humaines (254)

Dérivés dipeptidiques
o Arg-Arg-pNA
Arg-Arg-MNA
Arg-Arg-NH-Mec
ArgAla/Leu-Arg-NHNap
Tableau 8 : principaux substrats de la DPP3

(207, 209, 227, 231)

Seuls les peptides comprenant 3 a 10 acides aminés sont clivés par la DPP3 (207, 209). Les tétra et
décapeptides semblent étre les meilleurs substrats pour la DPP3, sans que la nature de I’extrémité C
terminale du peptide n’affecte I’efficacité catalytique de la peptidase (209). L’ Arg-Arg-p-naphthylamide

(Km = 7.7 uM) est le substrat utilisé en routine pour mesurer 1’activité de la DPP3 (220, 255).

b. Activateurs de la DPP3
L’ion métallique divalent, plus rarement monovalent, du site catalytique est essentiel a 1’activité des
métallopeptidases. L’ion Zn?" est le plus fréquemment retrouvé (206). De nombreuses études ont
confirmé le role du Zn** dans Dactivité catalytique de la peptidase avec un rapport 1: 1 (un ion Zn**
pour chaque protéine DPP3) (256). Cependant, lorsque la concentration de Zn*" dépasse une certaine
limite, ’activité de la peptidase est inhibée. L’activité de DPP3 chez le rat et D. melanogaster est
complétement inhibée par 10 uM et 7 mM de Zn*" respectivement (256, 257). D’autres ions divalents
peuvent participer a Pactivité de la peptidase. Ils sont par ordre de fréquence : Co*', Mg?", Sr**, Ca*" et

Ba**(248). Tous peuvent restaurer I’activité de la DPP3 inhibée par le 'EDTA.
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c. Rodles physiopathologiques de DPP3

i. DPP3 est impliquée dans le renouvellement protéique cellulaire
Les protéines cellulaires destinées a étre éliminées sont dégradées dans le systéme ubiquitine protéasome
(206, 258). Les peptides alors obtenus a la sortie du systéme, dont la taille varie de 3 a 24 acides aminés
sont libérés dans le cytosol (259) formant un pool de peptides disponibles pour la cellule : le peptidome
(206). Les peptides issus du peptidome peuvent étre hydrolysés par les endoaminopeptidases et
exoaminopeptidases en acides aminés et sont utilisés soient pour la synthése de nouvelles protéines
soient pour la synthése énergétique (206). Les peptides de plus de 16 acides aminés sont dégradés par
la tripeptidyl peptidase II (TPPII) alors que les peptides comprenant 6 a 17 acides aminés sont dégradés
par la thimet oligopeptidase (TOP). Les peptides issus du clivage de ces enzymes sont dégradés en acides
aminés par [’action conjugués d’aminopeptidases telles que 1’aminopeptidase B, 1’hydrolase
aminopeptidase leucotriene A4 (260), I’hydrolase bléomycine (261) et I’aminopeptidase puromycine
sensible (215). La DPP3 participe au renouvellement protéique cellulaire en clivant 1’extrémité N-
terminale des peptides comprenant 4 a4 8 acides aminés issus de I’activité catalytique de ces peptidases

(206). La figure 13 schématise le role de la DPP3 dans le renouvellement protéique.
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Figure 12: role de DPP3 dans le renouvellement protéique cellulaire

Une petite fraction du peptidome résiste a 1’action des peptidases. Ces peptides résistants vont étre
présentés a la surface des cellules couplés au complexe majeur d’histocompatibilité de type [ (CMH I)
pour qu’ils soient détruits (206). Les aminopeptidases cytosoliques, incluant la DPP3, clivent I’extrémité
N-terminale de ces précurseurs antigénique du CMH I et vont donc limiter leur présentation aux cellules
effectrices. En cas de surexpression de ces aminopeptidases, la présentation des peptides antigéniques
du CMH I aux cellules effectrices immunitaires peut alors étre limitée et étre responsable de nombreuses

pathologies (néoplasie, etc) (206).

ii. Effets systémiques de la DPP3
Les petits peptides (<10 acides aminés, notamment les peptides opioides, les enképhalines, les
endomorphines, les angiotensines et les hémopressines (262)) sont impliqués dans de nombreuses

fonctions physiologiques, comme la transduction des signaux cellulaires (263-265), 1a modulation de la
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douleur (262, 266), la régulation de la pression artérielle (267, 268), et la reproduction (269, 270). 1ls

peuvent agir localement ou étre relargués (sang, urines etc) pour agir a distance (206).

La DPP3 a une haute affinité pour les enképhalines, les endomorphines et les angiotensines (206).
Comme vu plus haut, les enképhalines sont des substances semblables aux dérivés morphiniques (206),
synthétisés par les cellules enképhalinergiques du systéme neuro-endocrine (271), participant
notamment a la réduction de la douleur en se fixant sur les récepteurs opioides de type 6 (206). En 2010,
Chadwick a démontré que la DPP3 était co-localisée au niveau de la membrane synaptique avec les
enképhalines dans des cerveaux de souris (243). Il a été démontré, dans ce méme travail, la capacité
qu’avait la DPP3 a hydrolyser préférenticllement ce type de peptides a pH physiologique (243)
démontrant ainsi que la DPP3 participait 4 la modulation de la douleur au niveau central (272, 273). De
maniére intéressante, 1’inhibition de 1’expression de DPP3 corticale dans un modéle murin de maladie

d’ Alzheimer démontrait le role de la peptidase dans la pathogénése de la maladie (243).

De nombreux autres roles de DPP3 ont été décrits (régulation endocrine (274-278), spermatogénése

(279), immunomodulation (267, 268) et prolifération cellulaire (280).

Les endomorphines (EM-1 et EM-2) appartiennent a la classe des peptides endogenes et se fixent
spécifiquement sur les récepteurs couplés aux protéines G. Ils présentent une affinité importante pour
les récepteurs impliqués dans la réduction de la perception de la douleur (206). Ces récepteurs sont
largement distribués au niveau du systéme nerveux central des mammiféres, notamment a 1’étage
cérébral, mais sont aussi localisés au niveau de la rate, du thymus, du plasma, des cellules immunitaires
et de ’hypophyse (206). Ainsi, la modulation de I’activité de ces peptides par la DPP3 démontre
I’implication de la peptidase dans la douleur, le stress et dans certaines fonctions complexes comme la

vigilance et I’éveil (281). L’utilisation de la spinorphine, un inhibiteur de DPP3, atténuait la douleur des
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rats induite par la bradykinine et inhibait I’activation des polynucléaires neutrophiles (220), démontrant

au passage I’implication de la DPP3 dans la régulation des mécanismes inflammatoires (206).

L’angiotensine 2 est considérée comme la pierre angulaire du SRAA (252). Elle est impliquée dans de
nombreuses fonctions physiologiques (271, 221). La DPP3 est impliquée dans le clivage des
angiotensines 2 en angiotensine 4 et dans le clivage de I’angiotensine 4 en peptide non actif (279, 248,
254, 282). En 2016, Pang et al. ont démontré le réle hypotenseur de DPP3 dans un modéle murin de
d’hypertension artérielle induite par une infusion chronique d’angiotensine 2 (282). Dans ce travail, la
réduction des chiffres tensionnels chez 1’animal hypertendu suite a I’injection de DPP3 étaient
accompagnés d’une baisse des taux circulants d’angiotensine 2 (282). Aucun effet n’était cependant
observé lorsque I’hypertension artérielle était induite par une infusion chronique de noradrénaline,
modele qui ne s’accompagne pas d’une augmentation des taux circulant d’angiotensine (282). Le clivage
de I’angiotensine 2 en angiotensine 4 par la DPP3 réduisait la pression artérielle systolique, diastolique
et moyenne (282). Les effets du clivage de DPP3 sur les autres angiotensines (notamment la 4) ne sont

pas connus a ce jour (206).

iii. La DPP3 prévient du stress oxydant
Le stress oxydant induit une translocation nucléaire du facteur de transcription Nrf2 (nuclear related
factor 2) (206). Une fois transloqué dans le noyau, Nrf2 va activer la transcription de génes codant pour
des enzymes anti-oxydantes (218, 283, 284). En 2007, Liu et al. ont démontré que la surexpression de
la DPP3 dans des cellules de neuroblastome était impliquée dans la translocation nucléaire de Nrf2 (218)
via la phosphatidyl inositol 3 kinase et la protéine kinase C (figure 14). Cependant le mécanisme exact
par lequel la DPP3 induit la translocation nucléaire de Nrf2 reste inconnu a ce jour mais I’hypothése
d’une réduction du taux local d’H20, (facteur impliqué dans la transcription du géne codant pour la DPP3
en réponse a une augmentation du stress oxydant) par la peptidase est 1’explication la plus probable

(218, 285, 286). En favorisant la translocation nucléaire de Nrf2 en réponse a un stress oxydant, la DPP3
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va favoriser I’activation de géne codant pour des protéines anti-oxydantes et notamment
NAD(P)H :quinine oxidoreductase 1 (NQO1) (206). De plus, la DPP3 participe a 1’élimination des
protéines rendues non fonctionnelles suite 2 un dommage oxydatif en faisant partie intégrante du

systéme ubiquitinine protéasome (206) (figure 14).

La figure 15 résume ’ensemble des réles connus a ce jour de la DPP3.
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Figure 13 : roles de la DPP3 au cours du stress oxydant cellulaire
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Figure 14 : schéma récapitulatif des principaux réles de la DPP3
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Objectifs généraux du travail



Objectifs généraux du travail

Les objectifs de ce travail étaient de déterminer :

e [’association entre le taux plasmatique de DPP3 dans le choc cardiogénique et I’évolution des
patients
e les fonctions physiopathologiques de la DPP3 au cours de I’IC aigu€ induite par :
o un exces de catécholamines

o lesepsis.

La stratégie utilisée pour pouvoir remplir cet objectif reposait sur :

e [L’utilisation de DPP3 humaine (hDPP3) purifiée injectée chez I’animal sain.
e L’utilisation d’un anticorps bloquant spécifiquement la DPP3 (Procizumab).
e [’utilisation de deux modéles de défaillance cardiaque aigué :
o La défaillance cardiaque d’origine catécholaminergique (cardiomyopathie de stress) a
I’isoproterenol chez la souris.
o La défaillance cardiaque d’origine septique (cardiomyopathie septique) chez le rat par
I’induction d’une péritonite stercorale par la technique de ligature et ponction caecale.

¢ En combinant des mesures physiologiques, biochimiques et biologiques.

Trois articles seront développés :

e Article 1: “Circulation dipeptidyl peptidase 3 and alteration in haemodynamics in cardiogenic

shock: results from the OptimaCC trial” publié¢ dans European Journal of Heart Failure.

e Article 2: “Circulating dipeptidyl peptidase 3 is a myocardial depressant factor: dipeptidyl
peptidase 3 inhibition rapidly and sustainably improves haemodynamics” publié¢ dans

European Journal of Heart Failure.



Article 3 : “Circulating dipeptidyl peptidase 3 inhibition restores cardiac function in a sepsis

induced model in rats: a proof of concept study” en cours de soumission dans Shock.
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Article 1

Role de DPP3 dans la défaillance hémodynamique du choc

cardiogeénique : résultats de 1’é¢tude OptimaCC



Role de DPP3 dans la défaillance hémodynamique du choc cardiogénique :

résultats de I’étude OptimaCC

1. Introduction

Le choc cardiogénique est défini comme une diminution persistante du débit cardiaque responsable
d’une hypotension artérielle, d’une hypoperfusion d’organes et d’une hyperlactatémie (287-289). Les
étiologies du choc cardiogénique sont nombreuses mais 1’infarctus du myocarde d’origine ischémique
est la principale étiologie (80%) (55, 287-289). Le choc cardiogénique réfractaire, qui est la forme la
plus sévere du choc cardiogénique, apparait dans les heures ou les jours suivants 1’admission en
réanimation et n’a pas de définition précise ni consensuelle (290). Cependant, il est couramment admis
que le choc cardiogénique qui ne répond pas a des doses importantes d’inotropes ni de vasopresseurs
malgré une volémie optimale peut &tre considéré comme réfractaire. La physiopathologie du choc
cardiogénique réfractaire repose sur un débit cardiaque trés abaissé et un état d’inflammation systémique
majeur altérant le métabolisme des molécules vasoconstrictrices endogenes, principalement les
catécholamines, la vasopressine et 1’angiotensine 2 (291). Malgré une prise en charge optimale reposant
notamment sur le traitement étiologique et la mise en place d’une assistance circulatoire, le taux de

mortalité du choc cardiogénique reste trés élevé (supérieure 50%) (292).

De nombreux scores clinico-biologiques (comme le score SAVE et le score ENCOURAGE) ont été
développés pour tenter de prédire la mortalité des patients en état de choc réfractaire sous assistance
circulatoire (292—294) mais aucun d’entre eux n’était assez spécifique ni efficace. Une prédiction
précoce d’évolution vers un état de choc cardiogénique réfractaire des patients en état de choc
cardiogénique est importante puisqu’elle permettrait d’orienter plus rapidement ces patients vers des
centres adaptés, de limiter la survenue de défaillances d’organes et d’initier, si besoin, une assistance
circulatoire (295, 296). Certains biomarqueurs ont montré un bénéfice dans la stratification du risque de
passage vers un état de choc réfractaire (297). Actuellement, la lactatémie plasmatique, qui mesure le

degré d’hypoxie tissulaire, est considérée comme le biomarqueur de la surveillance de survenue de



défaillances d’organes (297). Cependant, son augmentation est tardive par rapport a la survenue de la
défaillance d’organes (298—-300). La DPP3 est une protéase principalement impliquée dans le clivage
de I’angiotensine 2 et la dégradation des enképhalines (298—300). De récents travaux ont démontré que
les taux de DPP3 étaient augmentés chez les patients en choc septique (301) et cardiogénique (302).
Nous avons émis 1’hypothése que les taux de DPP3 pouvaient étre associés au risque de survenue de la

défaillance hémodynamique et a la survie des patients en état de choc cardiogénique.
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Introduction

Dipeptidyl peptidase 3 (DPP3) is a protease involved in the degradation of cardiovascular mediators. [ts administration
has been shown to be associated with impaired cardiac contraction and kidney haemodynamics while its inhibition
restored cardiac contraction in a pre-clinical model of severe heart failure in mice. Circulating DPP3 (cDPP3) was
found to be elevated in shock. The present study aims to assess the association between ¢cDPP3 and worsening
haemodynamics, namely refractory shock, in a cohort of cardiogenic shock (CS).

This is an ancillary study of OptimaCC, a prospective, double-blind, multicentre, randomized study assessing efficacy

and safety of catecholamines in 57 patients with CS after acute myocardial infarction. cDPP3 was measured in plasma at
inclusion, 24 h, 48 h, and 72 h, and haemodynamic and biological parameters were recorded at inclusion. cDPP3 values
were higher in refractory CS than non-refractory CS at inclusion (median [interquartile range]; 76[37.9-238.7]
ng/mL vs, 32.8 [23.9-47.6] ng/mLP =0.014), at 24 h (P < 0.001) and up to 48h P =0.027). Furthermore, cDPP3

at inclusion discriminated CS patients who did develop refractory shock vs. non-refractory with an area under the
curve of 0.73 (95% confidence interval [CI] 0.55-0.92). The high cDPP3 group (cDPP3 =59.1 ng/mL) at inclusion had

a higher Simplified Acute Physiclogy Score Il (SAPS Il), lower cardiac index and lower estimated glomerular filtration

rate. More importantly, in CS patients with high ¢cDPP3 at inclusion, those who rapidly decreased cDPP3 at 24 h
exhibited a striking reduction in the occurrence of refractory shock and death.

In CS patients, cDPP3 gives an early prediction of outcome, including development of refractory status and/or survival.
Clinical Trial Registration: clinicaltrials.gov Identifier NCT01367743

Biomarkers - Cardiogenic shock - Outcome

80%.* Refractory CS, the most severe form of CS, appears in the
hours or days following intensive care unit (ICU) admission and

Cardiogenic shock (CS) could be defined as a persistent low - hasno consensual definition.” However, it is recognized that CS not

cardiac output state resulting in arterial hypotension, organ: responding toincreasing doses ofinotrope and vasopressor despite
hypoperfusion, and hyperlactataemia® Though aetiologies of optimal preload could be considered as refractory. Pathophysiol-
CS are numerous, acute myocardial infarction (AMI) is found in :  ogy of refractory CS includes an extremely low cardiac output and

*Corresponding author. Department of Anaesthesiology, Burn and Critical Care, University Hospitals Saint-Louis—Lariboisiére, AP-HP, Paris, #nce. Tel: +33 1 49958071, Fax:
+33 1 49958073, Email: alexandre. mebazaa@aphp.fr

© 2019 The Authors
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Figure 1 Comparison of the time-course of circulating dipeptidyl peptidase 3 (cDPP3), from inclusion to 72 h, between those that evolved
into refractory shock during intensive care unit (ICU) stay and those that did not. A bad® log scale is used for they-axis. Comparisons
at each time point were performed using the Kruskal-Wallis test comparing cDPP3 values in non-refractory cardiogenic shock vs. cDPP3 in

refractory cardiogenic shock.

a high level of inflammation impairing the metabolism of endoge-
nous vasoconstrictors, namely catecholamines, vasopressin and/orf
angiotensin IE Despite advanced management, including aetiologi-
cal treatment and mechanical circulatory support (MCS), the mor- :
tality rate of refractory CSin ICU remains unacceptably high, higher
than 50%/ :
Several scores including the SAVE score, ENCOURAGE score,
and modified SAVE score were developed to predict the mortality
of refractory CS in patients already on MCS'° In contrast, no
tools have yet been developed to predict worsening from CS to:
refractory CS. An early risk stratification for patients with CS is
crucial to refer patients to the right healthcare centre, to avoid :
the occurrence of organ dysfunction and initiate, if necessary,:
MCS."'2 With this in mind, few biomarkers have been proved to :
be beneficial in risk stratification of patients with CS. For instance,
lactate, the standard measure of tissue hypoxia, is a biomarker of:
organ failure that is too laté?'® Circulating dipeptidyl peptidase 3 -
(cDPP3) is a protease involved in the degradation of angiotensin Ii
and enkephalind®-'® Recently, it has been shown that high values:
of cDPP3 were found in critically ill patients suffering from septicé
shock' and C52° We hypothesize that cDPP3 might be associated !
with alterations in haemodynamics and survival in CS patients.

Methods
Study design

This study is an ancillary analysis from the OptimaCC trial. The study
was approved by the Nancy hospital institutional review board and was
registered on clinicaltrial.gov (NCTO1 367743). The princeps study was

a multicentre, double-blind, randomized trial of 57 patients conducted
in France between September 201 and August 206 that compared
the use of epinephrine vs. norepinephrine in patients with CS after AMI.

The primary outcome was the change in cardiac index and the
secondary outcomes were changes in other haemodynamic variables,
cardiac power index, lactate levels, lactate clearance, biomarker levels,
and Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) score evolution.
A detailed description of the study design and main results have
been previously published. Of note, in 2015 the safety monitoring
board reported a significant imbalance between the epinephrine and
norepinephrine groups for the occurrence of refractory CS. This
safety event led to the early termination of the study in 26 with
57/80 patients included.

Participants and inclusion, non-inclusion
criteria in the princeps study

Inclusion criteria were adult patients with a CS due to AMI treated
by percutaneous coronary intervention. CS was defined by systolic
arterial pressure <90 mmHg or mean arterial pressure<65mmHg
without vasopressor or need for vasopressors to correct hypoten-
sion, cardiac index<2.2 L/min/ni in the absence of vasopressor or
inotrope therapy, and at least one evidence of tissue hypoperfusion.
On pulmonary artery catheterization, pulmonary artery occlusion
pressure had to be>15mmHg or echocardiography had to evidence
high filling pressure. Left ventricular ejection fraction had to be <40%
on echocardiography without inotrope support. Non-inclusion criteria
were mainly: shock of other origin; immediate indication for MCS;
cardiac arrest with early signs of cerebral anoxia; and septic, toxic, and
obstructive cardiomyopathy. Refractory CS was previously defined?’

© 2019 The Authors
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Figure 2 Kaplan—Meier analysis of 90-day all-cause mortality
in cardiogenic shock patients with, at inclusion, high (circulating
dipeptidyl peptidase 3 [cDPP3E59.1 ng/mL, third quartile) vs.
low cDPP3 values (cDPP3 <59.1 ng/mL). HR, hazard ratio.

as a CS with major cardiac dysfunction assessed according to echocar-
diography, elevated lactate level, acute deterioration of organ function
despite the use of >1 pg/kg/min of epinephrine/norepinephrine:
or dobutamine >10 pg/kg/min and/or intra-aortic balloon support :
and sustained hypotension (systolic arterial pressure& 90 mmHg or

mean arterial pressure <65mmHg) despite adequate intravascular :
volume. :

Study endpoints

For this ancillary study, the primary endpoint was to assess the
association between cDPP3 and the occurrence of refractory :
CS. Secondary endpoints included 90-day all-cause mortality and:
relationships between cDPP3, and haemodynamic and biological
parameters. .

Study treatment and protocol

The initial protocol was detailed in the princeps pap#. In sum- :
mary, patients with CS already treated by a vasopressor had to be :
randomized in the 6 h following the initiation of this vasopressor.:
After initiation of the study drug, the initial open-label vasopressorf
was discontinued. The study drug could be switched to an open-labej
vasopressor in the case of refractory CS as defined above or refrac- -
tory arrhythmias. The patient was considered to be weaned from the :
study drug after 24h without any vasopressor support. Haemody- -
namic variables were collected closely during the first 72 h. Biological
variables were collected daily during the first 7 days and thereafter on
days 14, 21, and 28. All-cause mortality was recorded until 90 days.
cDPP3 measurements were achieved, blinded from clinical data, in the;
laboratories of 4TEEN4 Therapeutics GmbH (Hennigsdorf, Germany)

in samples collected at inclusion, 24 h, 48 h, and 72 h.

© 2019 The Authors
European Journal of Heart Fail@e2019 European Society of Cardiology

Statistical analyses

Analytical data are the median with 25th and 75th percentiles (median
[interquartile range]) for continuous variables, whereas categorical
variables are presented as numbers and percentages. Comparisons
ofinclusion characteristics according to groups were conducted by
using Mann-Whitney or Kruskal-Wallis tests for continuous vari-
ables and the Fisher exact test ory? test for categorical variables.
Cox proportional-hazards regression was used to analyse the effect
of cDPP3 and other variables on survival in univariable analyses. Serial
biomarker data were analysed by time-dependent Cox regression anal-
ysis, and the added value was determined via nested models. Biomarker
data was log-transformed. The concordance index (C index) is given
as an effect measure. It is equivalent to the concept of area under
the curve (AUC) adopted for binary outcome. For illustration, sur
vival curves were drawn according to the third quartile values by using
the Kaplan-Meier method. The predictive value of cDPP3, lactate, and
SOFA score for the occurrence of refractory CS was estimated by

a receiver-operating characteristic curve analysis. A two-sidefl-value
<0.05 was regarded as statistically significant. Statistical analyses were
performed using R, version 3.5l (R Foundation for Statistical Comput-
ing, Vienna, Austria).

Results

Population characteristics

A total of 57 patients with CS were studied, including2 patients
that developed refractory CS during ICU stay. The characteristics
of the population at inclusion according to the occurrence of
refractory CS during ICU stay are presented inTable S in the
Supplementary material online. Briefly, refractory CS patients
compared with non-refractory CS patients had higher age (78
[70-83] years vs. 66 [54-74] years, P =0.016), were mainly female
(75% vs. 22%,P =0.002), had higher Simplified Acute Physiology
Score Il (SAPS 1) (74 [57-78] vs. 52 [43-65], P =0.016), higher
aspartate transaminase (AST) (209 [558-1660] IU/L vs. 428
[189-696] IU/L, P=0.011) and higher lactataemia (5.4 [3.-5.9]
mmol/L vs. 3.0 [2.2-5.2] mmol/L,P =0.038). Ninety-day all-cause
mortality rate was higher in refractory CS patients compared with
non-refractory CS patients (100% vs. 29%,P < 0.001).

Circulating dipeptidyl peptidase 3
time-course in refractory
and non-refractory shock

Figurel shows that cDPP3 values (global coefficient of variation:
193.4%) were higher in refractory CS than non-refractory CS at
inclusion (761 [37.9-238.7] ng/mL vs. 32.8 [23.9-47.6] ng/mL,
P =0.014), at 24h (P < 0.001) and up to 48h P =0.027). To dis-
criminate patients who did develop refractory CS from those who
did not, cDPP3 at inclusion had an AUC of 0.73 (95% confidence
interval [Cl] 0.55-0.92). For comparison, lactate at inclusion had
an AUC of 0.71 (95% Cl 0.57-0.85) and the SOFA score an AUC
of 0.61 (95% Cl 0.42-0.81). Of note, there was no influence of
the vasopressor infused, epinephrine or norepinephrine, on cDPP3
values at any time point (online supplementaFygure 3).
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Table 1 Comparison of characteristics of cardiogenic shock patients between high circulating dipeptidyl peptidase 3
and low circulating dipeptidyl peptidase 3 groups at inclusion
Variables Missing values  High cDPP3 at inclusion (n=15)  Low cDPP3 at inclusion (  n=42) P-value
Randomization arm 0.72
Epinephrine 0(0%) 6 (40%) 21 (50%)
N orepinephrine 0(0%) 9 (60%) 21 (50%)
Demographics
Age (years) 0(0%) 75 [63-80] 66 [54-76] 0.18
Female sex 0 (0%) 7 (47%) 12 (29%) 034
Cardiovascular history
Hypertension 0(0%) 6 (40%) 8 (19%) 0.20
Diabetes 0(0%) 2(13%) 4(10%) 0.65
Stroke 0(0%) 2(13%) 2 (5% 0.28
Myocardial infarction 0 (0%) 213%) 2 (59%) 0.28
Severity scores
SAPS I 1 (2% 74 [57-80] 48 [43-61] 0.001
SOFA score 0 (0%) 11 [9-12] 9[8-12] 0.19
Clinical presentation at inclusion
Body mass index (kg/rR) 3 (5% 26.6 [22.6-27.6] 24.7 [221-27.4] 0.58
Heart rate (bpm) 0 (0%) 91 [74-102] 100 [84-112] 0.14
SVRI (dyne*s*cm™>*m?) 18 (32%) 3001 [2077-3518] 2333 [1871-2633] 0.20
SvO; (%) 6 (11%) 69 [51-74] 72 [65-79] 032
Mechanical ventilation 6119%) 11 (100%) 35 (88%) 0.57
LVEF (%) 5(9%) 34 [30-38] 35 [25-40] 0.89
ST-segment elevation 0 (0%) 15 (100%) 40 (95%) 1.00
Laboratory findings at inclusion
NT-proBNP (pg/mL) 1 (2%) 5275 [1585-15834] 1846 [562-5972] 0.23
Outcome
Refractory cardiogenic shock 0(0%) 7 (47%) 5(12%) 0014
MCS implantation 0 (0%) 2103% 2 (5% 0.28
Death within 28 days 3 (5%) 8 (53%) 13 (31%) 0.22
Death within 90 days 5 (9%) 10 (67%) 15 (36%) 0.077

Data are presented as median [IQR] orn (%).

High c¢DPP3 corresponds to cDPP3=59.1 ng/mL (third quartile) and low cDPP3 corresponds te 59.1 ng/mL.
cDPP3, circulating dipeptidyl peptidase 3; IQR, interquartile range; LVEF, left ventricular ejection fraction; MCS, mechanical circulatory sargpNT-proBNP, N-terminal
pro-B-type natriuretic peptide; SAPS, Simplified Acute Physiology Score; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; SvO,, mixed venous oxygen saturation; SVRI, systemic

vascular resistance index.

Association of early circulating dipeptidyl
peptidase 3 values and outcome

Among the 57 patients included, 25 (44%) died within 90day§
(online supplementarylable S3. cDPP3 values were greater in the :
first 48 h in 90-day non-survivors than survivors (online supple-
mentary Figure S2 Cox regression analysis found an association :
between the values of cDPP3 at inclusion and 90-day mortality (c:
index: 0.603, P = 0.034) but no association with the SOFA score, :
lactate, or high-sensitivity troponin T (hs-TnT) (alP > 0.05). When
analysing 90-day risk of death by quartile of cDPPEigure S3in
the supplementary material online shows similar risk of death for:
the first three quartiles of cDPP3, combined under the name ‘low
cDPP3’ (cDPP3 <59.1 ng/mL) and a greater risk of death for the :
fourth quartile of cDPP3 (high cDPP3 group, cDPP259.1 ng/mL): :
unadjusted hazard ratio (HR) 2.28 (.02-5.10) (Figure 2 :
The characteristics of the population at inclusion according to:
the third quartile of cDPP3 are presented iffable1 and Figure 3

Briefly, patients in the high ¢cDPP3 group had higher SAPS II
(74 [57-80] vs. 48 [43-61], P=0.001), similar mean arterial
pressure (68 [64-89] mmHg vs. 72 [68-83] mmHg,P =0.68),
lower cardiac index (1.7 [1.2-2.1] L/min/nt vs. 2.1 [1.8-2.6]
L/min/nt, P =0.037), higher hs-TnT (20.7 [6.9-36.6] pg/mL vs. 4.5
[1.9-14.7] pg/mL,P =0.012), similar lactate (4.3 [2.9-5.2] mmol/L
vs. 3.7 [2.0-5.9] mmol/L, P=0.55), lower estimated glomerular
filtration rate (42.6 [27.2-53.3] mL/min vs. 55.9 [40.1-85.9]
mL/min,P =0.010), and higher AST (772 [438-1178] IU/L vs. 428
[164-668] IU/L, P=0.017) compared with the low cDPP3 group
(Table1 andFigure 3.

Some patients exhibited marked variations in ¢cDPP3 values
during the first 24 h after inclusion that led to a change in outcome.
Indeed, patients with a high concentration of cDPP3 at inclusion
but a low concentration at 24 h (high to low group, HL) had a
striking reduction in refractory CS occurrence and reduced 90-day
mortality compared with patients with high and sustained cDPP3
values (high to high group, HH)Figure 4 In contrast, patients with

© 2019 The Authors
European Journal of Heart Fail@e2019 European Society of Cardiology
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Incremental properties of circulating dipeptidyl peptidase 3 (cDPP3) values at 24 h for prediction of refractory cardiogenic shock

(A) and 90-day all-cause mortalityR; estimated via Kaplan-Meier and Cox regression). cDPP3 categorized into high (H) or low (L) at inclusion
based on the third quartiled) and categorized based on cDPP3 at inclusion and 24 h)(HH, cDPP3 above the third quartile (591 ng/mL) on
inclusion and at 24 h. HL, above the third quartile on inclusion but below the third quartile at 24 h; LL, below the third quartile on inclusion
and at 24 h; LH, below the third quartile on inclusion but above the third quartile at 24 h. Patients with missing data at 24 h remained in the

category assigned at inclusion.

low cDPP3 at inclusion and increased values at 24 h (low to high
group, LH) had a marked increase in mortality when compared with:
patients with low and sustained cDPP3 values (low to low group,f
LL) (HR 6.33 [ 1.28-31.30]) (Figure 4 :

Discussion

The present study showed that high cDPP3 measured in CS:
patients at ICU admission was associated with high rate of worsen-
ing haemodynamics, namely refractory shock, especially for those:
who had a persistent elevation of cDPP3 in the day following admis:
sion, while those for whom cDPP3 levels rapidly dropped exhibitedg
a striking improvement in outcome. :
OptimaCC is a homogeneous and severe population of CS with :
low cardiac index despite high doses of catecholamines at ICU-
admission?' This presentation reflected the current definition of

CS, which was associated with a high degree of inflammation and
vasoplegia®% In line with this clinical presentation, mortality rate
was also similar to previously published studié$*?> Some of
those patients present a worsened clinical condition during the ini-
tial days and develop refractory CS. The latter is defined as CS with
persistent high dose of vasopressor(sj®-** Recently, worsening CS
was also classified as category D (deteriorating/doom) with the
need of an escalating number or intensity ofintravenous therapies
to address hypoperfusion or addition of MC3? Our study shows
that two early measures of cDPP3 at inclusion and a day later may
indicate either a potential need for escalating therapies if cDPP3
is continuously high or de-escalating therapies if high ¢cDPP3 at
ICU admission rapidly returns toward normal values. Accordingly,
cDPP3 might add to clinical and haemodynamic parameters and
lactate to decide on the escalation or de-escalation of aggressive
therapies in CS patients.

© 2019 The Authors
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DPP3 is a cytosolic enzyme involved in the cleavage of car.
diovascular mediators. The present study confirms the previous :
observation that CS patients with high cDPP3 have worse haemo-*
dynamics, renal function, and mortality rat®. Though association
between high cDPP3 and occurrence of refractory shock remains :
unknown, a recent publication from our group showed that intra-:
venous administration of DPP3 immediately depressed cardiac con-
traction while DPP3 inhibition restored cardiac contraction in a -
heart failure mouse modef® Our present study suggests that, in :
patients with CS, high values of cDPP3 may induce striking negative
inotropic action that worsen the already impaired cardiac contrac-:
tion and lead to refractory shock. E

We found that high cDPP3 in the two consecutive days fo|lowing§
admission was associated with bad outcomes while a drop in
cDPP3 from high to low values was associated with a more -
favourable outcome. DPP3 is mainly an intracellular protein with a:
short half-lifeZ’ Accordingly, it could be suggested that persistent:
elevation of cDPP3 in some CS patients may be related to high:
cell death (necrosis) compared with CS patients who normalized
cDPP3 values. Finally, inhibition of cDPP3 that may rapidly reduceg
cDPP3 activity might be beneficial by improving haemodynamic
parameters in CS patients, as recently shown in an animal modél. :

Limitations

We acknowledge several limitations in this study. Firstly, our results
must be viewed as a post hoc analysis of a previously publishecii
study performed in nine centres, only in France, with other primary :
endpoints. Accordingly, the results found will need to be confirmed

in further multi-national studies with pre-specified endpoints. Sec-
ondly, there were major differences in management between:
patients who went on to develop refractory shock and those
who recovered. Thirdly, physiological functions and metabolism of
cDPP3 are still poorly understood. For instance, the impact of
acute kidney injury on cDPP3 metabolism is unknown. Likewise,:
previous medications by angiotensin-converting enzyme inhibitor
or angiotensin Il receptor blocker before the occurrence of CS
were not recorded. The impact of these medications on cDPP3 :
metabolism are unknown and will need further studies. Fourthly;:
due to the small sample size, we were unable to perform adjusted:
survival analysis. Finally, future studies should confirm the value of :
repeated cDPP3 measurements.

Conclusions

The present study demonstrates that ¢DPP3 may predict early E
alteration in haemodynamics in CS patients. Though very early highf
cDPP3 has a bad prognostic value, a rapid normalization of cDPP3:
values in the first day indicates a low rate of refractory shock and
high survival.

Supplementary Information

Additional supporting information may be found online in thef
Supporting Information section at the end of the article. :
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Table S 1. Comparison of characteristics of CS patients, at inclu-
sion, between those that evolved into refractory shock during ICU
stay or those that did not.

Table S2. Comparison of characteristics of CS patients between
90-day survivors and non-survivors.

Figure S 1. Comparison of time-course of cDPP3, from inclusion
to 72 h, between epinephrine group and norepinephrine group.
Figure S2. Comparison of time-course of cDPP3, from inclusion
to 72 h, between 90-day survivors and non-survivors.

Figure S3. Kaplan-Meier analysis of 90-day all-cause mortality by
quartile for cDPP3 at inclusion.
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3. Discussion

Cette étude ancillaire de 1’étude OptimaCC a démontré que des taux élevés de DPP3 mesurés chez des
patients en choc cardiogénique d’origine ischémique a I’admission en réanimation étaient associés a un
risque plus élevé de développer un choc cardiogénique réfractaire, particulierement chez ceux dont les
taux de DPP3 circulante restaient élevés dans les jours suivants 1’admission. Ceux dont les taux

diminuaient rapidement au cours de I’hospitalisation présentaient un meilleur pronostic.

La cohorte de I’étude OptimaCC était homogene et composée de patients présentant un état de choc
cardiogénique sévére, avec notamment un index cardiaque bas malgré des doses importantes de
catécholamines a I’admission en réanimation (3/). Cet état de choc est caractérisé par un degré
d’inflammation et de vasoplégie élevé (288, 291, 303). La mortalité des patients de 1’étude OptimaCC
était identique a celle des autres études sur le choc cardiogénique (44, 48, 55, 58). Certains patients ont
développé par la suite un état de choc cardiogénique réfractaire, défini comme un état de choc
cardiogénique nécessitant des doses trés élevées de catécholamines et de vasopresseurs (18, 304, 305).
Notre étude a pu démontrer que deux mesures précoces du taux de DPP3 circulant chez les patients
atteints de choc cardiogénique (a 1’admission en réanimation et dans les jours suivants), étaient associées
a une éventuelle escalade thérapeutique (en termes de vasopresseurs et/ou d’assistance circulatoire)
quand la concentration de DPP3 s’¢léve ou a une moindre nécessité de vasopresseurs et/ou d’assistance
circulatoire lorsqu’elle diminue. Ainsi, la DPP3 pourrait étre considéré comme un biomarqueur qui,
associée au dosage du lactate, pourrait aider a la décision d’escalade ou de désescalade thérapeutique

chez les patients en état de choc cardiogénique et ainsi prévenir les défaillances d’organes.

La DPP3 est une enzyme cytosolique principalement impliquée dans le clivage de médiateurs
cardiovasculaires. Cette étude confirme les résultats d’études précédentes dans lesquelles des taux élevés
de DPP3 étaient associés a un mauvais pronostic hémodynamique et rénal ainsi qu’a une mortalité plus

élevée (301, 302). Le lien exact entre un taux élevé de DPP3 et la survenue d’un état de choc
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cardiogénique réfractaire reste inconnu pour le moment, mais un récent travail réalisé par notre équipe
a pu démontrer que l’injection de la DPP3 chez I’animal sain était responsable d’une dépression
myocardique (302), alors que son inhibition par un anticorps spécifique dans un modele de choc
cardiogénique chez la souris normalisait la fraction de raccourcissement altérée suite aux injections
d’isoprotérénol (302). D’aprés les résultats de nos travaux, des valeurs élevées de DPP3 circulant, en
lien avec une nécrose cellulaire importante, pourraient avoir une action inotrope négative impactant
encore plus la fonction cardiaque déja altérée au cours du choc cardiogénique, menant alors au choc

cardiogénique réfractaire.

Notre travail présentait plusieurs limites. Premiérement, il s’agissait d’une analyse post-hoc d’une étude
francaise multicentrique. Les résultats nécessitent d’étre confirmés par des études multicentriques
internationales. Deuxiémement, des différences de prise en charge existaient entre les patients présentant
un état de choc cardiogénique réfractaire et non réfractaire. Troisiémement, les mécanismes d’action de
la DPP3 sont insuffisamment compris actuellement. Un traitement antérieur par des inhibiteurs de
I’enzyme de conversion ou des antagonistes de récepteurs a I’angiotensine 2, médicaments qui ont un
retentissement sur les taux circulants d’angiotensines (et donc les substrats de la DPP3) n’ont pas été
relevés chez ces patients. L impact de ces thérapeutiques sur le métabolisme et les mécanismes d’action
de la DPP3 sont inconnues et doivent étre évalués dans les études futures. Quatriémement, étant donné
le faible nombre de patients inclus dans 1’étude, une analyse de survie ajustée n’a pas pu €tre réalisée.

De ce fait, les études futures devront confirmer 1’intérét des mesures répétées de la DPP3 circulante.

En conclusion, nous avons montré que des taux élevés de DPP3 circulante dans les jours suivants
I’admission en réanimation de patients atteints de choc cardiogénique étaient associés a un plus mauvais
pronostic que ceux dont les taux diminuaient au cours des premiers jours d’hospitalisation. La DPP3 est
une enzyme intracellulaire dont la demi-vie est extrémement courte. Des taux élevés persistants de DPP3

pourraient étre secondaire a une nécrose cellulaire importante. Enfin, ’inhibition des taux élevés de
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DPP3 circulante par un anticorps pourrait étre bénéfique lorsque les taux sont anormalement élevés,

comme cela vient d’étre démontré dans un modele animal de choc cardiogénique (302)



Article 2

Circulating dipeptidyl peptidase 3 is a myocardial depressant factor :
dipeptidyl peptidase 3 inhibition rapidly and sustainably improves

haemodynamics



Roéle de DPP3 dans la défaillance cardiaque aigué dans un modéle de choc

cardiogénique chez la souris

1. Introduction

L’IC aigué est un syndrome multifactoriel secondaire a une atteinte cardiaque. Véritable probléme de
Santé Publique, elle s’accompagne d’une mortalité intra-hospitaliere élevée (4 a 30% selon les études)
(306-308). Malheureusement, sa physiopathologie n’est pas complétement élucidée, notamment d’un
point de vue moléculaire, et les traitements disponibles sont insuffisants. La DPP3 est une métallo
protéinase ubiquitaire cytosolique impliquée dans le métabolisme des peptides comprenant 8 a 10 acides
aminés (309). La DPP3 est impliquée dans la régulation de la pression artérielle (206, 282), de
I’inflammation (206), et dans la modulation de la douleur (262). Les fonctions biologiques exactes de la
DPP3 sont inconnues a ce jour et seules quelques études se sont intéressées a cette enzyme. Dans un
modele d’hypertension artérielle a I’angiotensine 2, Pang et al. avaient démontré le rdle hypotenseur de
la DPP3 (282). La diminution des chiffres tensionnels était accompagnée d’une diminution de la
concentration des taux circulants d’angiotensine 2 liée au clivage de 1’hormone par DPP3 en
angiotensine 4 (282). En 2018, une technique de mesure plasmatique de la DPP3 a été développée et
une association positive entre les taux circulant de DPP3 et la mortalité de patients septiques avait été

démontrée (301).

Ce travail visait a clarifier I’association entre les taux de DPP3 circulant et la mortalité chez les patients
atteints de choc cardiogénique, et a déterminer le role de la DPP3 dans la défaillance cardiaque et rénale

dans un mod¢le de choc cardiogénique chez la souris.
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Methods

and results short-term mortality risk (standardized hazard ratio:1.4 (1.1-1.8)) and severe organ dysfunction. Additionally, a
rapid decrease in ¢cDPP3 in cardiogenic shock patients within 24 h of admission was associated with a favourable
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signalling.

Conclusion Our study demonstrated cDPP3 is a newly discovered myocardial depressant factor, the levels of which at admission
are associated with mortality in severe HF patients. Furthermore, inhibition of cDPP3 by Procizumab improved
haemodynamics in a mouse model of HE. Our results suggest that DPP3 could be a new biomarker and biotarget for
severe HE
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Introduction

Acute heart failure (AHF) is a multifactorial systemic syndrome -
that is accompanied by cardiac injury. Heart failure (HF) triggers -
structural, neurohormonal, cellular, and molecular modifications
that act together to mitigate HF and restore the heart’s physio- :
logical function.® AHF is associated with a high in-hospital mor- :
tality rate ranging from 4% to 30%However, the pathophysiology
of AHF remains poorly understood, particularly at the molecular :
level, and the therapeutic arsenal remains insufficient regardless -
of the aetiology of HF. Dipeptidyl peptidase 3 (DPP3) is a pre- -
dominantly intracellular ubiquitous zinc-dependent metallopepti-
dase that is involved in the metabolism of peptideRIPP3 has been -
implicated in blood pressure regulatiof, inflammation,® and pain

modulatiof by inactivating bioactive peptides through cleavage,
notably angiotensin Il, enkephalins, and endorphfridevertheless, :
the biological function of DPP3 is poorly understootdlUp to now

only a few studies have investigated the role and possible clinical
effects of circulating DPP3 (cDPP3). In an experimental model of
angiotensin ll-induced hypertension, Pareg al. demonstrated the

in vivanormotensive role ofintravenous injection of recombinant -
DPP3, consistent with the cleavage of angiotensin Il by DPP3. :
Recently, highly specific assays for the detection of cDPP3 were :
developed and an association between high levels of plasma <DPP3
activity and mortality in septic patients was reportédThe present
study sought to clarify the association between cDPP3 levels and:
mortality in severe HF patients, and to determine the impact of
cDPP3 on cardiac function and kidney haemodynamics, as a proof
of concept for DPP3 inhibition as HF therapy. :

Methods

Study population

The CardShock study (NCTO 1374867) has been described
previously!® Blood samples were processed and stored at-8
before transfer to the central laboratory for blinded DPP3 mea-
surements [DPP3-luminometric immunoassay (DPP3-LIA), 4TEEN4
Pharmaceuticals GmbH, Hennigsdorf, Germanyl; levels of <DPP3 :
in healthy humans arel3ng/mL? Routine laboratory analyses (i.e.
Pa0,, lactate, etc.) were performed by the local laboratories of the
study centres. The need for cardiovascular support was defined as :
the requirement for catecholamine during intensive care unit (ICU) :
hospitalization. Worsening of renal function was defined by an increase -
in renal Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) score between :
baseline and 48 h. :

Animal experimentation

Preclinical studies conformed to the National Institutes of Healtuide
for Care and Use of Laboratory Animatsd were approved by the °
Lariboisiére-Villemin Animal Ethics Committee (0446.03). To respect -
the ethical Three Rs rules (3Rs), we used the minimum required :
number of animals for expecting a significant difference. Data collection :
was stopped in advance when final endpoints were obtained. Outliers,
defined before the beginning of the study, were identified using Grubbs’
test (extreme studentized deviate test); excluded outliers were not -
reported. (See Supplementary material online for details.)

Dipeptidyl peptidase 3 injections
in healthy mice

Native human DPP3 (hDPP3) was purified from human bloed cells as
previously described' and injected into 3-month-old male C56Bl/6
mice (0.55mg/kg). Of note, identity between human DPP3 (acces-
sion number NP _569710) and mouse DPP3 (accession number
NP_001347640) is 93% and similarity is 96% over the entire length
of the proteins (737 amino acids). hDPP3- and PBS-injected mice were
monitored for 2 h by echocardiography and kidney ultrasound during
the procedure before being sacrificed. To limit the impact of serial
blood sampling on cardiac and renal function, the half-life of hDPP3
plasma concentrations was performed in different (satellite) mice by
collecting 50uL blood samples before, and 5 minl5min,1 h, and 2 h
after DPP3 injection. Two hours post-injection mice were sacrificed
for terminal bleeding and the heart was collected for further analysis.
DPP3-LIA was used to determine hDPP3 concentrations.

We next spiked healthy human it = 2) and mouse f = 2) fresh
heparin-plasma with increased concentrations of hDPP3 to reach con-
centrations found in the blood of patients with various acute diseases;
angiotensins were measured by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS). (See Supplementary material online for
details.)

Isoproterenol-induced heart failure
model

Acute cardiac stress was provoked in 3-month-old C57BI/6 male
mice by subcutaneous injections of 300 mg/kg ofisoproterencl
(DL-isoproterenol hydrochloride, Sigma Chemical Co; 1SQO) in 0.9%
NaCl (saline) twice daily for 2days as previously described? Sham
mice (n= 20) only received saline. Procizumab (PCZ) (0 mg/kg
i.v. n=14) or phosphate-buffered saline (PBS)H{ = 21) were intra-
venously injected in mice with isoproterenol-induced cardiac dysfunc-
tion assessed by a significant decrease in fractional shortening 12 h after
the last isoproterenol injection. Mice were sacrificed 1, 6, or 24 h after
injection. For the analysis oflong-term effects, isoproterenol-induced
HF (ISO-HF) +PBS (n=5) and ISO-HF + PCZ (n=5) mice were
observed for 14days. Heart and kidney function were monitored
by echocardiography and kidney ultrasound, respectively. After the
animals were sacrificed their organs were collected for analysis.

Procizumab injection in healthy mice

To assess possible effects of PCZ in mice without cardiac dysfunction,
we injected the specific inhibitory antibody directly against cDPP3 in
3-month-old male C57BIl/6 male micer{= 3, Sham + PCZ group).
Heart function was monitored by echocardiography and 6 h after
PCZ injection.

Statistical analysis
CardShock study

Values are expressed as median and interquartile range (IQR), or
as count and percentages, as appropriate. Group comparisons of
continuous variables were performed using the Kruskal-Wallis test
followed by Dunn’s post hoc test. Categorical data were compared
using Pearson’sy? test for count data. cDPP3, lactate, high-sensitivity
troponin T (hsTnT), and creatinine data were log-transformed. Cox

© 2019 The Authors
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proportional-hazard regression was used to assess the association
between cDPP3 and survival. For continuous variables, hazard ratios :
(HRs) were standardized to describe the HR for a biomarker change :
from quartile1 to quartile 3. The concordance index (C index) is given :
as an effect measure. It is equivalent to the concept of area under:
the curve adopted for binary outcome. Kaplan-Meier plots were
used for survival analysis. Correlation was calculated as the Spearman:
rank correlation (r). A two-sided P-value of 0.05 was considered for
significance. The statistical analysis for CardShock was performed

using R version 3.61 (http://www.r-project.org, library Design, Hmisc, -
ROCR) and Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version :
22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). s

Experimental studies

Data are presented as meart SD. For two-group comparisons,
Wilcoxon signed-rank test or Wilcoxon rank-sum test were used
as appropriate. Comparison between more than two groups was |
performed by repeated measures ANOVA or a Kruskal-Wallis test
followed by Dunn’s multiple comparison test, as appropriate.Pvalue
<0.05 was considered statistically significant. Statistical analysis for
experimental studies was performed using GraphPad Prism version:
5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). i

Results

Circulating dipeptidyl peptidase 3 plasma
levels in cardiogenic shock patients

c¢DPP3 was measured in a cohort of174 cardiogenic patients
(CardShock study) with impaired myocardial function, for whom :
all-cause mortality follow-up data were available at 90days. :
Details of the clinical and the biological parameters of the study:
population are summarized inTable 1. At admission, median :
cDPP3 concentration was 33.4 ng/mL (IQR 20.0-65.3). Patients
with cDPP3 levels above the median had higher lactate, creati-
nine, potassium, hsTnT, and lower estimated glomerular filtration :
rate (eGFR) and left ventricular ejection fraction than those with .
cDPP3 levels below the median (se€lable 1 for details). During

the 90-day follow-up period, 72 (4%) patients died. Patients with *
cDPP3 values at admission greater than the median had higher mor-
tality when compared with those with cDPP3 levels lower than the:
median Figurel A, P = 0.0001). Non-survivors had high cDPP3 lev-
els at admission [42.9 ng/mL (IQR 28.4-86.6) vs. 26.5ng/mL (IQR :
17.1-54.9) in survivors, P = 0.0002] and at all other time points :
(Supplementary material onlineiigure 3A). Consequently, cDPP3
levels at admission were predictive for 90-day mortality. Yet the C :
index of cDPP3 was 0.64 [95% confidence interval (Cl) 0.57-0.70], :
P = 0.0064; of note, the C indices of other biomarkers at admis- :
sion were NT-proBNP (0.6 1), C-reactive protein (0.51), hsTnT

(0.57), lactate (0.72), and creatinine (0.66). Cox regression analysis :
showed an association between cDPP3 at admission and mortal-:
ity with standardized HR1.4 (1.1-1.8) (FigurelB). Interestingly, :
some patients exhibited marked variations in cDPP3 levels duringé
the first 24 h after admission (Figurel C, P< 0.0001), Patients witha :
high concentration of cDPP3 at admission but a low concentration:
at 24 h (high to low group, HL) had a reduced 90-day mortal-:
ity when compared with patients with high and sustained cDPP3
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levels (high to high group, HH). Furthermore, decrease in cDPP3
concentration was associated with a decreased need for cardio-
vascular support and an improvement of renal functiok< 0.0001
and P = 0.0056, Figure1D and TE). In contrast, patients with low
cDPP3 at admission and increased values at 24 h (low to high group,
LH) had a marked increase in mortality and greater need for organ
support when compared with the patients with low and sustained
cDPP3 levels (low to low group, LL;Figure1C and 1D). Of note,
cDPP3 activity very strongly correlated with cDPP3 concentration
in the plasma of all patients, regardless of the time point considered
(R? = 0.9964, Supplementary material onlindigure 3B).

Circulating dipeptidyl peptidase 3
injection caused a deterioration
in haemodynamics in healthy
anaesthetized male mice

In order to assess the direct effects of cDPP3 on cardiovascular
function and kidney haemodynamics, purified native human DPP3
(hDPP3)'" was intravenously injected into healthy anaesthetized
mice (Figure 27 Injected hDPP3 had a half-life of about 20 min
(Figure 2B and hDPP3 concentrations returned to low values
at 120 min, as previously observed in healthy rafsInjection of
hDPP3 provoked a rapid decrease in left ventricular shortening
fraction (LVSF 61.6 + 2.6% vs. 53.4+ 2.0% at baselineP = 0.019),
which remained low for 10 min before progressively returning
to baseline values at120min Figure 2@ Individual values of
shortening fraction between baseline and5min after hDPP3
injection are reported in the Supplementary material onlingigure
S2. The renal resistive index (RRI), as an estimate ofintrarenal
haemodynamics, increased 60 min after hDPP3 injection (hDPP3:
0.77+0.07 vs. Sham: 0.58t 0.06, P= 0.027, Figure 2. LVSF
and RRI remained stable in PBS-injected sham mice throughout
the experiment. Although LVSF normalized afted 20 min, dihy-
droethidium (DHE) labelling of the myocardium showed a higher
reactive oxygen species production in the hearts of hDPP3-injected
mice (4.8+ 1.3 arbitrary units), when compared with those of
sham animals 1.4 + 0.7 arbitrary units, P = 0.0286, Figure 2Eand

F). Given the impact of DPP3 on angiotensin Il degradation, we
measured the angiotensin peptides by mass spectrometry finger-
printing. At baseline, mice had higher levels of angiotensin peptides
when compared with humans (Supplementary material online,
Table S1). Spiking human and mouse plasma samples with hDPP3
provoked a decrease of all angiotensins tested in both species,
although the effect on angiotensin Il was more pronounced in
human samples (Supplementary material onlinigble 9).

Dipeptidyl peptidase 3 pathway

in isoproterenol-heart failure mouse

model

The protocol for isoproterenol-induced HF (ISO-HF) is summa-
rized in Figure 3ATwelve hours after the last isoproterenol injec-

tion, ISO-HF mice exhibited signs of acute HF with: (i) a decrease
in LVSF (47.3+4.6% vs. 601 + 3.8%, P = 0.0012, Figure 3B (ii)
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Table 1 Patient characteristics from the CardShock study

C haracteristics

DPP3 (pmolA)

Age (years)

Women; n(%)

BMI; mean (SD)

Medical history,n (%)
Coronary artery disease
Previous myocardial infarction
Previous PCI
Previous CABG
Heart failure
IHD
Hypertension
Diabetes
Asthma/COPD
Renal insufficiency
Stroke/TIA
Smoker

Clinical presentation
Blood pressure (MAP; mmHg)
Heart rate at enrolment (beats/min)

Rhythm at enrolment,n (%)
Sinus rhythm
Atrial fibrillation. Other

Baseline echocardiography
LVEDD (mm)

LVEF (%)

Biochemistry
Hb (g/dL)

Sodium (mmol/L)
Potassium (mmol/)
Lactate (mmol/L)
pH

hsTnT (ng/mL)
NT-proBNP (pg/mL)

All

334 [20-65.3]
67 [60-75]

47 (27.0)

26.7 [24.2-294]

51(29.3)
45 (259)
29 (16.7)
11 (6.3)
29 (16.7)
59(33.9)
104 (59.8)
52(29.9)
19(10.9)
22 (12.6)
16(9.2)
70 (40.5)

57 [50-63]
90 [70410]

125 (72.7)
26 (15.2)

51 [47-56]
30 [20-42]

13.1[11.2-144)
137 [134-140]
4.1 [3.8-4.6]
28[18-58]
7.30 [7.22-7.40]
2120 [386-5313]
2782 [631-9657]

DPP3, below median
(n=88)

[0-334]

67 [61-77]

26 (29.5)

26.6 [24.2-29.07]

24 (27.3)
2(23.9)
13(14.8)
6(6.8)
14 (15.9)
26 (29.5)
50 (56.8)
28(31.8)
10(11.4)
9(10.2)
10(11.4)
36 (41.4)

57 [52-61]
89 [71-110]

68 (77.3)
13(14.8)

51 [46-55]
35[20.75-45]

13.2[11.1-14.5)
138 [134-140]
3.9[3.7-4.24]
23[14-33]
733 [7.24-7.4]
1166 [285-3795]
2067 [676-8299]

Creatinaemia (umol/L) 103 [78-141] 97 [80-123]
eGFR (mL/min) 61 [40-86] 67.2 [43.5-89.3]
CRP (mg/L) 17 [4-53] 13 [3-43]
Use of vasoactive medication during the first 96 h from detection of shock, n (%)
Epinephrine 28(17.1) 6 (7)
Norepinephrine 129 (75.4) 66 (75.9)
Dopamine 29 (17.2) 10(11.6)
Dobutamine 92 (54.4) 39 (45.3)
Levosimendan 46 (27.1) 24 (27.9)
Management and outcomes) (%)
Trombolysis 16 (9.4) 81(9.3)
Angiogram 130 (90.9) 66 (86.8)
pCl 117 (67.6) 59 (67.8)
Mechanical haemodynamics support
IABP 96 (55.2) 45 (51.1)
LVAD 6(3.5) 2(23)
ECMO 3(1.8) 0 (0)
Admission ICU/CCU 63 (36.2) 33 (37.5)
RRT 19(11.2) 8(9.3)

DPP3, above median

[33.4-886.5]
67[57-73]

21 (24.4)
27.05[24.2-29.7]

27 (31.4)
24 (27.9)
16 (18.6)
5(5.8)
15(17.4)
33 (384)
54 (62.8)
24 (27.9)
9(10.5)
13(15.1)
6(7)

34 (39.5)

57 [48-66.5]
90 [69-110]

57 (67.9)
13(157)

52[48.75-57.25]
28 [20-35]

13.0 [11.5-14.1]
136 [133-139)

4.3 [3.83-5]
4[23-75)
7.3[7.21-74]
2750 [976-8716]
3706 [590-11 623]
115 [89-168]

54.9 [32.2-754]
224[1-97]

22(28.2)
63 (75)

19 (22.9)
53 (63.9)
22 (26.2)

8(94)
64 (95.5)
58 (67.4)

51 (59.3)
4(48)
3(36)
30 (34.9)
11 (13.1)

P-value

03161
0.5547
0.6386

0.6666
0.6630
0.6350
0.9686
0.9459
0.2848
0.5166
0.6907
0.9577
0.4581

0.4600
0.9265

0.7125
0.6999

0.2248
0.9593

0.1153
0.0196

0.9244
0.1638
0.0010
<0.0001
04185
0.0028
0.2286
0.0069
0.0119
04476

0.0007
0.9627
0.0823
0.0238
0.9369

0.8119
0.1310
0.9125

0.3521
0.6459
0.2276
0.8405
0.5883
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Table 1 Continued

Characteristics All DPP3, below median DPP3, above median P-value
(n=174) (n= 88) (n= 86)
Surgery
CABG 6 (3.5) 3(3.4) 3(3.6) 0.7100
Valvular surgery 7 (41) 4 (4.6) 3(3.6) 0.9622
Other major surgery 14 (8.2) 7 (8.1) 7 (8.3) 0.8157
90-day mortality 72 (41.4) 23 (26.1) 49 (57) 0.0001

Values are expressed as median and interquartile range (IQR), or as count and percentages, as appropriate. Group comparisons of continuous vasatabee performed using
the Kruskal -Wallis test. Categorical data were compared using Pearson'y? test. Circulating dipeptidyl peptidase 3 (cDPP3), lactate, high-sensitivity troponin T (hsTnT), and
creatinine data were log-transformed. All statistical tests were two-tailed and a two-sidBeralue of 0.05 was considered for significance.

BMI, bedy mass index; CABG, coronary artery bypass grafting; CCU, critical care unit; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; CRP, C-reactiveprotein; ECMO,
extracorporeal membrane oxygenation; eGFR, estimated glomerular filtration rate; Hb, haemoglobin; hsTnT, high-sensitivity troponin T; IABP, intra-aortic balloon pump; ICU,
intensive care unit; IHD, ischaemic heart disease; LVAD, left ventricular assist device; LVEDD, left ventricular end-diastolic diameter; LVEFtlwentricular ejection fraction;
MAPR, mean arterial pressure; NT-proBNP, N-terminal pro brain natriuretic peptide; PCl, percutaneous coronary intervention; RRT, renal replaceret therapy; TIA, transient

ischaemic attack.

a decrease in cardiac output (CO) (13.11 +2.15mbL/min vs.
22.65% 6.58 mL/min,P = 0.0177, Supplementary material online, :
Figure S3A (iii) lung congestion (lung weight: 9.851.32 mg/mm
tibia length vs. 7.9 1.02 mg/mm tibia length? = 0.0293, Sup-
plementary material onlineFigure S3B (iv) an increase in E/A
wave mitral ratio (1.46+0.19 vs. 1.23+0.12, P = 0.0303, Sup-
plementary material onlineFigure S3@ and (v) an increase in
RRI (0.73 £ 0.14 vs. 0.53+0.09, P = 0.0183, Figure 3¢ Impor
tantly, cDPP3 activity was markedly increased in the plasma ofg
ISO-HF mice when compared with sham animals 056+ 19U/L
vs. 22.1+ 5.1 U/L, P =0.0423, Figure 3. Furthermore, cardiac
DPP3 mRNA and protein levels were higher in ISO-HF mice
when compared with sham mice (0.96 0.16arbitrary units vs.
0.62+ 0.17 arbitrary units, P= 0.0159 and 1.16+ 0.65 arbitrary
units vs. 0.69+ 0.65 arbitrary units,P = 0.0317, respectively; Sup-
plementary material onlinefFigure S3Dand S3E).

Benefits of procizumab injection in heart
failure model in mice

PCZ injection rapidly normalized the LVSF of ISO-HF+ PCZ mice
within1 h after injection when compared with ISO-HR- PBS group
(60.7 £ 4.36% vs. 481 +3.96%, P= 3.32 x 1077, Figure 3E LVSF
remained normal at 24 h Figure 3k and 14 days after the single
initial PCZ injection in ISO-HF + PCZ mice (Supplementary mate-
rial online, Figure S3F PCZ also improved stroke volume and CO

in ISO-HF + PCZ mice within 6 h (Figure 3F. The injection of a
non-active IgG had no effect on LVSF in ISO-HF mice and values:
were similar to those of the ISO-HF+ PBS at day 8 and dayl4
(Supplementary material onlingigure S3F Supplementary mate- :
rial onlineFigure S4Ahows individual values of shortening fraction
before and 1 h after PCZ injection in the I1SO-HF+ PCZ group.
Concerning renal haemodynamics, RRI decreased towards normal :
values at 6 and 24 h in ISO-HR+ PCZ animals whereas it remained
unchanged in ISO-HF+ PBS mice (0.66+0.14 vs. 0.81 £0.15,
P = 0.073, Figure 3G RRI remained stable throughout the exper- :
iment in sham mice. In addition to the improvement in haemo-
dynamics, PCZ rapidly reduced oxidative stress in the heart of *

© 2019 The Authors
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ISO-HF + PCZ mice when compared with those of ISO-HF+ PBS
animals (2.6 £ 1.02AU vs. 930+ 1.88AU at 1h, P=0.0286)

(Figure 3Hand 3I). LVSF was not modified in the Sham + PCZ

group compared with Sham PBS, 1 h and 6 h after PCZ injection
(P = 0.9554, Supplementary material onlinefigure S4R Supple-
mentary material onlineFigure S4Cshows exemplary pictures of
echocardiography and renal Doppler in the ISO-HEF PCZ group

(baseline, day 3 and 24 h after PCZ injection).

Discussion

Our study demonstrated that DPP3, a cytosolic enzyme, is a
newly myocardial depressant factor, the plasma levels of which at
admission are associated with mortality in patients with cardiogenic
shock. Additionally, in preclinical studies, excess cDPP3 provoked
cardiac depression, associated with alteration in inflammation
pathway and angiotensin peptide concentrations, while cDPP3
inhibition improves cardiac contraction in a mouse model of HF.

The ISO-HF mouse model was chosen to better mimic the
pathophysiology of acute HF and evaluate the impact of cDPP3
blockade on cardiac function and kidney haemodynamics. This
model exhibits cardiac dysfunction and diffuse cellular necrdsid®
as observed during cardiogenic shod€ Since cDPP3 is elevated in
severe HF and in the ISO-HF model, specific inhibition of cDPP3
was testedin vitraby various mouse monoclonal antibodies raised
against the protein, resulting in the selection of PCZ, which was
later humanized (Supplementary material onlinigure S Crystal
structures of hDPP3 in apo and substrate-bound forms show that
the enzyme undergoes a large conformational change between the
open (apo) state and the closed (substrate-bound stat&]. PCZ
binds to a conserved loop in the vicinity of the active site that
remains accessible in both the open and closed states, therefore
likely precluding the transition between cDPP3 catalytic states and
therefore inhibiting its enzymatic activity.

Using PCZ, our study demonstrated the key role of cDPP3
in altered haemodynamics in acute HF in mice. Indeed, cDPP3
inhibition by PCZ was associated with improved cardiac con-
traction and kidney haemodynamics. In the present study, the
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Figure 1 High circulating dipeptidyl peptidase 3 (cDPP3) plasma levels correlate with high risk of organ dysfunction and mortality in
cardiogenic shock patients.A) cDPP3 concentrations in survivors (white) and non-survivors (grey) at baseline. Comparison was made by
Mann—Whitney rank-sum test. The outliers on the graph were included in the analysis. Kaplan—Meier plot of the cDPP3 levels at admission by
quartiles B), and combination at admission and 24 h cDPPE). Cut-off for both time points is the median of admission cDPP3 (33.4 ng/mL).
The value of 33.4 ng/mL of cDPP3 was used at baseline and 24 h. HH: cDPP3 levels above the median at admission and 24 h; HL: cDPP3 levels
above the median at admission and the below median at 24 h; LL: cDPP3 levels helow the median at admission and 24 h; LH: <cDPP3 levels
below the median on admission but above median at 24B) Proportion of patients in need of cardiovascular support within the first 96 h

after admission (available i 64 patients), according to the HH, HL, LL, and LH groups. E) Proportion of patients with renal decline, defined

as an increase in renal sequential organ failure assessment (SOFA) score between baseline and 48 h (availabléhpatients), according to the

HH, HL, LL, and LH groups.
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Figure 2 Effects of dipeptidyl peptidase 3 (DPP3) injection on heart function and kidney haemodynamics in healthy mic&chematic
representation of the protocol used for human DPP3 (hDPP3) injections in mice (0.55 mg/kg®) hDPP3 plasma concentrations in satellite
mice. (C) Left ventricular shortening fraction of healthy mice injected or not with hDPPI)(Renal resistive index of healthy mice injected
or not with DPP3. (E) Dihydroethidium (DHE) staining of myocardial cross-sections.H) Relative quantification of DHE staining of myocardial
slices. Comparison was made by Mann-Whitney rank-sum test. PBS, phosphate-buffered saline.

benefits of PCZ are in line with detrimental effects seen with . haemodynamics and tissue injury. This is supported by the great
hDPP3 intravenous injection both herein and in a previous studyé need for cardiovascular support and/or the marked renal decline
showing that cDPP3 reduced blood pressuré.In the CardShock : seen in our Cardiogenic patients patients with persistent high
study, the striking detrimental association between high ¢cDPP3,; cDPP3. Our clinical data are in agreement with results from the

related to cellular necrosis from the heart and/or from other : OptimaCC study'® demonstrating that high levels of cDPP3 levels

injured organs, and survival suggests that the negative effects in cardiogenic shock patients, after acute myocardial infarction,
of high cDDP3 in our patients might include worsening in both  are associated with low cardiac index and high occurrence of
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after PCZ or PBS injection. Comparison was made by repeated measures ANOVA. H) Quantification of myocardial dihydroethidium (DHE)
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DHE labelling of cardiomyocytes from sham and I1SO-HEF PBS and

ISO-HF + PCZ mice. CO, cardiac output; E/A, mitral Doppler wave; HR, heart rate; LVDd, left ventricular diameter in diastole; LVDs, left

ventricular diameter in systole; SV, stroke volume.
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refractory shock and impaired kidney function. Accordingly,.
our data support the need to assess the benefits of PCZ to :
restore haemodynamics and to improve outcome in acute HF:
patients. :
Our data provide solid evidence of a central role for DPP3
in the pathophysiology of cardiac dysfunction. Mechanisms of
DPP3-induced myocardial depression are unknown and need fur:
ther exploration. Our work shows that both the DPP3 depressant -
myocardial effects and the benefits of its inhibition by PCZ on con-
tractile function are rapid. An alternative explanation is the rapid:
effect of DPP3 on the metabolism of cardiovascular peptides with:
known cardiovascular properties. The present study shows incre-
mental and striking, especially in humans, reduction ofangiotensinﬁs
with increasing concentration of DPP3. Further studies should :
assess whether circulating enkephalins, another well-known sub-
strate of DPP3 with positive inotropic properties,*® are affected
by excess cDPP3. Future studies also need to address these car-
diovascular mediatorsin vivaduring DPP3 or PCZ infusion. :
Qur study has some limitations. First, we studied the effect of
PCZ in a unique model of HF. However, the combination of both : :
human and predlinical study was designed to provide a proof of con-
cept of cDPP3 as a possible biomarker and therapeutic target in HF.
Our results would need confirmation in other preclinical models of ~ :
HF.? especially in sepsis that combines cardiovascular dysfunction
and excess inflammation, which is beyond the proof of concept -
design of this study. Second, the number of tested animals was
rather low. However, with respect to the main results section, indi-
vidual data showed that ¢cDPP3 (reduction in shortening fraction):
and PCZ (improvement in shortening fraction) effects were similar
in all tested animals. Although performed in the plasma of two mice;,
in vitreexperiments showed that high concentrations of DPP3 led -
to a reduction of plasma concentration of all angiotensin peptides.
Additionally, a similar effect was observed in human plasma. Our:
preclinical data are a proof of concept study and the results require:
confirmation in large animal models. In addition, cardiac and vas-
cular haemodynamic measurements and further biological analyses
should be performed in future preclinical studies to better under-:
stand the mechanism(s) of action of PCZ. Thirdly, the biological :
effects of cDPP3 inhibition by PCZ are not completely understood :
and deserve more detailed analyses. In particular, measurements of:
mediators of the renin-angiotensin-aldosterone system should be
performed in a large number of animals and humans in the presence
or absence of PCZ and of angiotensin Il receptor blockers. Lastly, :
prognostic properties of cDPP3 in CS need confirmation in large :
cohorts in order to assess added values compared with pre\nously
described clinical and biological severity scores. :
In conclusion, our study suggests that cDPP3, when elevatedf
in the plasma, could be a potential myocardial depressant factor
associated with high mortality and organ dysfunction in severe HF
patients and in a mouse model of HF. Future studies should com-:
pare the prognostic properties of cDPP3 and other biomarkers
usually used in severe and/or advanced HF, namely troponin or
natriuretic peptides. Our study further showed that inhibition of}
cDPP3 by PCZ promptly and sustainably restored cardiac contrac- :
tion in HF in mice. Mechanisms of PCZ action and confirmation of
its favourable effects on haemodynamics in large animal models and

© 2019 The Authors
European Journal of Heart Fail@e2019 European Society of Cardiology

in humans are needed in order to propose it as a novel therapy in
severe heart failure.

Supplementary Information

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

Figure S 1. ISO, isoproterenol; Analysis of cDPP3 concentrations
at admission,12 h, 24 h, 48 h and120 h after admission in plasma
of cardiogenic shock patients.A) cDPP3 concentrations measure-
ments via LIA of 90-day survivors vs. non-survivors at baseline,
12 h, 24 h, 48h and120h. In order to have identical patient num-
bers for each box, missing data were replaced by carrying the
last observed value forward.B) Correlation curve between DPP3
activity measurements via ECA and DPP3 concentration measure-
ments via LIA > 0.99, P< 0.001).

Figure S2. Individual data on the shortening fraction of mice
before and 15 min after cDPP3 injection. Comparison was made
by Mann-Whitney test,P < 0.05 was considered significant.

Figure S3. IS0, isoproterenol; Characterization of HF mice
model and effect of PCZ on cardiac function until4 days of ISO
protocol. (A) Cardiac output in sham and isoproterenol-injected
(ISO) mice 12h after the last injection ofisoproterenol. Com-
parison was made by Mann-Whitney test.B) Lung weight on
tibia length rapport in sham and isoproterenol-injected (ISQ)
mice 12h after the last injection ofisoproterenol. Comparison
was made by Mann-Whitney test. ¢) E/A ratio in sham and
isoproterenol injected (ISO) mice 12 h after the last injection of
isoproterenol. Comparison was made by Mann-Whitney test.
(D) mRNA DPP3 in heart of sham and isoproterenol-injected
(ISO) mice 12h after the last injection ofisoproterenol. Com-
parison was made by Mann-Whitney test.E) DPP3/GADPH
immunoblot in heart of sham and isoproterenol-injected (ISO)
mice 12h after the last injection ofisoproterenol. Comparison
was made by Mann-Whitney test. §) Evolution of shortening
fraction after isoproterenol injection and PBS injection (vertical
dotted line,n=5), PCZ (n=5) and non-active IgG H= 3) at
day 3. Mice were monitored durindl 4 days after the beginning of
isoproterenol injection with haemodynamics point at day 8 and
14. Animals were sacrificed at day 14.

Figure S4. 1SO, isoproterenol; Cardiac and renal effects of PCZ
in ISO-HF mice. (A) Individual data on the shortening fraction of
ISO-HF + PCZ mice before and 1 h after PCZ injection. Compari-
son was made by Wilcoxon paired test.B) Evolution of shortening
fraction in Sham+ PBS and Sham+ PCZ group, 1 and 6 h after
injection of PBS or PCZ. Comparison was made by repeated mea-
sures of ANOVA, data shown as meanz SD. (C) Isoproterenol
protocol and images from echocardiography and kidney ultrasound
at baseline, day 3 after the beginning of ISO injectionk2(h after
the last injection ofisoproterenol) and 24 h after PCZ injection in
mice. (HF: heart failure, I1SO: isoproterenol, PCZ: Procizumab.)
Figure S5. IS0, isoproterenol; Characterization of DPP3 inhibit-
ing antibody PCZ. @ Binding sensogram of the captured PCZ
interacting with GST-hDPP3 (3.7,11.1, 33 and 100 nM dilutions)
and 1:1 kinetic model fit overlays in the Octet RED96. Only
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association and dissociation steps are shown, divided by a verti-
cal line. The processed data curves represent non-linear regres- :

sion fits from 1:1 binding model and global analysis. Global fit-
ting results: ka= 8.4 x 104 M-1 s-1; kd = 8.1 x 10-4 s-1 yielding
a KD = 9.6 nM. Goodness of fit R2 = 0.9994. (B) Western blot
specificity analysis of PCZ in human (hBCL) and murine blood cell
lysates, heart, and kidney homogenates (mBCL). PCZ identifies

a single band between 75 and 80kDa in western blot. As con-:

trol, human DPP3 natively purified from blood cell lysate was used
(hDPP3). (C) Inhibition curve of PCZ with natively purified hDPP3.

DPP3 inhibition by PCZ was investigated using the SAA assay ini

the presence of a fluorogenic substrate. PCZ binds hDPP3 and
inhibits hDPP3 cleavage of ArgPNA, leading to reduced fluores-
cence. Non-linear regression fitting resulted in IC50 = 7.05 pg/mL
and Imax= 73.3%.

Table S 1. Angiotensin levels in human and mice plasma.
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3. Discussion

Grace a ce travail, nous démontrons que la DPP3, une enzyme cytosolique, est un FDM dont les taux
plasmatiques a I’admission des patients en réanimation pour choc cardiogénique étaient associés a la
mortalité. De plus, chez la souris saine, I’injection de DPP3 induisait une dépression myocardique
associée a une libération excessive d’especes réactives de I’oxygene myocardique et a une diminution
des taux d’angiotensines. L ’inhibition de la DPP3 par un anticorps spécifique, le Procizumab, améliorait

la contraction myocardique dans un modéle de choc cardiogénique a I’isoprénaline chez la souris.

Le modele de choc cardiogénique induit par des injections répétées d’isoprénaline a été choisi dans notre
¢tude pour mimer la physiopathologie de I’'IC aigué et évaluer le bénéfice du blocage de la DPP3
circulante sur la fonction cardiaque et I’hémodynamique rénale. Ce modele est caractérisé par une
dysfonction cardiaque importante et une nécrose cardiomyocytaire diffuse (3/0—312), comme observées
au cours du choc cardiogénique (55). En utilisant le Procizumab dans notre travail, nous avons démontré
le role clé de la DPP3 dans la dépression myocardique et 1’altération de I’hémodynamique rénale au
cours de I’IC aigué. Les bénéfices de I’injection du Procizumab sont en accord avec les effets déléteres
observés suite a une injection de hDPP3 réalisés dans ce travail, mais aussi avec la baisse de pression
artérielle observée dans un travail précédent suite a une injection de DPP3 (282). Les résultats de 1’étude
CardShock sont similaires a ceux de I’étude OptimaCC dans laquelle des taux élevés de DPP3 circulante
au cours du choc cardiogénique d’origine ischémique étaient associé€s a un index cardiaque plus bas et
une survenue plus fréquente de choc cardiogénique réfractaire (297). Toutes ces données laissent a
penser que I’utilisation du Procizumab au cours de I’IC aigué, en bloquant I’exceés de DPP3 circulante,

pourrait permettre d’améliorer le pronostic des patients.

Nos données démontrent clairement le role central de la DPP3 dans la physiopathologie de la
dysfonction cardiaque. Les mécanismes exactes par lesquels la DPP3 induit une dépression myocardique

ne sont pas encore connus et nécessitent des explorations supplémentaires. L’hypothése d’une
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diminution rapide des peptides a tropisme cardiovasculaire, notamment des angiotensines et des

enképhalines(373, 314), par la DPP3 relarguée au cours de la nécrose cellulaire est la plus probable.

Notre travail présente plusieurs limites. Premiérement, nous avons étudié les effets de 1’injection du
Procizumab dans un seul mode¢le de défaillance cardiaque aigué chez la souris. Notre étude, qui associait
des résultats cliniques avec des résultats expérimentaux, est une preuve de concept de la possibilité
d’utilisation de la DPP3 comme biomarqueur au cours du choc cardiogénique mais aussi des bénéfices
thérapeutiques d’une injection de Procizumab. Nos résultats nécessitent d’étre confirmés par d’autres
¢tudes utilisant d’autres modeles expérimentaux d’IC, et notamment septique car elle résulte de la
combinaison d’une dysfonction cardiovasculaire avec une inflammation importante. Deuxiémement, le
nombre d’animaux inclus dans notre étude est relativement faible. Les effets d’une injection unique de
hDPP3 (réduction de la fraction de raccourcissement) ou d’une injection de Procizumab au cours d’une
IC aigué (récupération rapide d’une fonction systolique normale) sont identiques chez tous les animaux
¢tudiés. Dans un souci de respect des regles éthiques propres a I'utilisation des animaux a des fins
expérimentales et notamment de la régle des 3R, nous avons décidé de limiter le nombre d’animaux
inclus dans chaque groupe. Ces résultats nécessitent donc d’étre confirmés par des études de plus larges
effectifs, incluant notamment d’autres mesures hémodynamiques et d’analyses biologiques pour
expliquer D’implication physiopathologique de la DPP3 dans la dépression myocardique.
Troisiemement, les effets biologiques précis de la DPP3 ne sont pas clairement élucidés et nécessitent
des explorations complémentaires, notamment des mesures des différents peptides du SRAA qui doivent
étre réalisées dans des études précliniques et cliniques incluant un plus grand nombre d’individus. Enfin,
les propriétés pronostiques de la DPP3 au cours du choc cardiogénique doivent étre confirmées dans des
cohortes incluant un nombre plus important de patients dans le but d’évaluer la plus-value de ce nouveau
biomarqueur par rapport aux autres biomarqueurs et aux scores de gravité couramment utilisés en

réanimation dans cette pathologie.
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En conclusion, notre étude suggére que lorsque les taux plasmatiques de la DPP3 sont élevés, elle
pourrait &re un FDM. De plus, une élévation de ses taux plasmatiques est associée a une mortalité plus
élevée et une survenue plus fréquente de défaillances d’organes chez les patients présentant une IC
aigu€. Ces résultats sont confirmés dans un modéle d’IC aigu€ a I’isoprénaline chez la souris. Les études
futures doivent comparer les propriétés pronostiques que la DPP3 avec les autres biomarqueurs
habituellement utilisés au cours de I’IC aigu€, notamment la troponinémie et les peptides natriurétiques.
Enfin, notre travail démontre clairement que 1’inhibition de la DPP3 par un anticorps spécifique (le
Procizumab), normalise rapidement et durablement la contraction cardiaque chez la souris présentant
une IC aigué a I’isoprénaline. Les mécanismes d’action du Procizumab et ses potentiels effets bénéfiques
doivent étre confirmés par des études animales de plus larges effectifs. Des études cliniques sont

nécessaires dans le but de proposer le Procizumab comme nouveau traitement de 1’IC aigué.
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Article 3

Circulating dipeptidyl-peptidase 3 inhibition restores cardiac function

in a sepsis-induced model in rats: a proof of concept study



Role de DPP3 dans la défaillance cardiaque d’origine septique chez le rat

1. Introduction

Le sepsis est défini comme une dysfonction d’organe menagant le pronostic vital causée par une réponse
inappropri¢e de I’hote a une infection (60). 1l s’agit d’un véritable probléme de Santé Publique qui
touche plusieurs millions de personnes chaque année dans le monde (60). Le choc septique, la forme la
plus grave du sepsis, est défini comme un sepsis associé une lactatémie supérieure a 2 mmol/L
nécessitant des drogues vasopressives pour maintenir une pression artérielle moyenne supérieure a 65
mmHg malgré un remplissage vasculaire adapté (60). Le choc septique est caractérisé par une mortalité
¢levée, notamment en cas de dysfonction cardiaque (70, 81). Bien que la physiopathologie du sepsis
repose principalement sur une inflammation excessive et une immunosuppression, les mécanismes

précis des dysfonctions d’organes, notamment cardiaque, sont aujourd’hui inconnus (59, 68).

La DPP3 est une enzyme ubiquitaire principalement impliquée dans le clivage de 1’angiotensine 2 en
angiotensine 4 (206, 282). L’ensemble des fonctions biologiques de la DPP3 sont inconnues. Nous avons
montré dans un travail précédent que les taux de DPP3 circulants étaient élevés chez les patients atteints
de choc cardiogénique réfractaire et étaient associé€s a un pronostic sombre (302). Précédemment, il a
¢té démontré que les patients septiques avaient des taux de DPP3 plus élevés que les volontaires sains
(301). L’association entre des taux élevés de DPP3 et la mortalité ou la survenue de dysfonctions

d’organes chez les patients septiques n’a jamais été étudiée a ce jour.

Nous avons précédemment démontré le réle dépresseur myocardique de la DPP3 en I’injectant chez la
souris saine (302). De plus, I’inhibition de la DPP3 dans un mode¢le de défaillance cardiaque aigué par
le Procizumab, un anticorps spécifique de la DPP3, permettait d’améliorer rapidement et durablement
la dysfonction cardiaque. Etant donné que les taux de DPP3 sont élevés dans le plasma de patients
septiques, nous avons émis 1’hypothése que le Procizumab, un anticorps inhibant spécifiquement le

DPP3, pouvait améliorer la dysfonction cardiaque d’origine septique.



L’objectif de ce travail était d’évaluer le bénéfice du blocage de la DPP3 par le Procizumab au cours de

la défaillance cardiaque aigu€ d’origine septique chez le rat.
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Abstract

Introduction: sepsis, defined as a life threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host response to
infection, is a common and expensive worldwide disease. Dipeptidyl peptidase 3 (DPP3), an ubiquitous enzyme
involved in cleavage of small peptides, is elevated in the plasma of septic and septic shock patients. The greatest levels
of circulating DPP3 (cDPP3) are found in non-survivors septic shock patients. The aim of this study was to evaluate the
benefits of blocking cDPP3 by a specific antibody, Procizumab (PCZ), on cardiac function in an experimental model of
sepsis-induced cardiac depression in rat. Methods: we blocked cDPP3 with PCZ in caecal ligature and puncture (CLP)
madel, in which animals showed myocardial depression and increased levels of cDPP3. Animals were monitored by
invasive blood pressure and echocardiography. Results are presented as mean t SD, with p <0.05 considered
significant. Results: PCZ rapidly restored left ventricular shortening fraction (from 39 + 4% to 51 + 2% before and 30
min after PCZ administration (p=0.004329)). Cardiac output and stroke volume were higher in the CLP + PCZ group
when compared to the CLP + PBS group (respectively 152 + 33 mL vs 97 + 25 mL for cardiac output (p=0.0079), and
0.513 + 0.079 mL vs 0.301 + 0.756 mL for stroke volume (p=0.0079)) with a markedly reduced plasma DPP3 activity
138 £+ 70 U/Lin CLP + PCZ group versus 735 + 255 U/L (p=0.048) in the CLP + PBS group. Of note, PCZ rapidly reduced
oxidative stress in the heart of the CLP + PCZ group when compared to those of the CLP + PBS group (respectively 13.3
+ 8.2 vs 6.2 + 2,5 Ul, p=0.0047, 120 min after administration). Survival rate was greater at 120 min in the CLP + PCZ
when compared to the CLP + PBS (83% versus 63%, respectively, p=0.0026). Discussion: Our study demonstrates that
inhibition of cDPP3 by PCZ restored altered cardiac function during sepsis in rats. We strongly suggest an important

role for cDPP3 in sepsis-induced myocardial depression and PCZ as potential therapeutic option in sepsis.

Key words: septic shock, septic cardiomyopathy, Procizumab, angiotensin 2, myocardial depressant factor
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Introduction

Sepsis is as a life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host response to infection with major
impact worldwide (1). Septic shock, the deadliest form of sepsis, is characterized by low systemic blood pressure
despite fluid resuscitation, organ dysfunction and high mortality, especially when accompanied by myocardial
depression (2, 3). The precise mechanisms of organ dysfunction in sepsis still remain elusive, especially the induced-

cardiac dysfunction (4, 5).

Dipeptidyl peptidase 3 (DPP3) is a ubiquitously expressed intracellular enzyme that is involved in the cleavage of
small peptides (6). We recently showed that circulating DPP3 (cDPP3) was elevated in cardiogenic shock patients and
that higher levels of cDPP3 were associated with altered hemodynamic and poor outcomes (7). Experimental studies
showed that bolus administration of natively purified human DPP3 provoked a rapid and marked deterioration of
heart contractile function in healthy mice (7). Furthermore, inhibition of cDPP3 by its specific antibody, Procizumab
(PCZ), promptly restored cardiac contractility and decreased myocardial oxidative stress in a mouse model of acute

cardiac stress, in which cDPP3 is increased (7).

In a preliminary study of a septic patient’s cohort, patients with septic shock showed greater levels of cDPP3
compared to patients with severe sepsis (8). We hypothesised that cDPP3 levels could participate in the
pathophysiology of cardiac dysfunction during septic shock. We, therefore, evaluated the effect of DPP3 inhibition

by PCZ in a rat model of cardiac dysfunction induced by a septic shock.
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Methods

K  Sepsis model

Three-month-old male Wistar rats weighing 350-450 g (Janvier, St Berthevin, France) were used. All experiments
were conducted in accordance with the National and European Institutes of Health Guidelines for the use of
laboratory animals and were approved by the local research ethics committee (S140 #9385). Septic shock and
hemodynamic monitoring were performed as previously described (9, 10). All animals were anaesthetized using an
intraperitoneal injection of ketamine hydrochloride (90 mg/kg) and xylazine (9 mg/kg). Polymicrobial sepsis was
provoked by cecal ligation and puncture (CLP) as previously described (10). Briefly, a ventral midline incision (1 cm)
was made to allow exteriorization of the caecum. The caecum was then ligated just below the ileocecal valve and
punctured once with an 18-gauge needle. The abdominal cavity was closed in two layers, and rats were given fluid
resuscitation (3 mL/100 g of body weight) of saline, injected subcutaneously). A sham operation was performed by
isolating the caecum with neither ligation nor puncture (sham group). Intraperitoneal injection of 75 pg/kg of
buprenorphine was performed for analgesic purposes in the preoperative period. After general anaesthesia with
ketamine hydrochloride (90 mg/kg) and xylazine (9mg/kg), animals were placed in the supine position and intubated
with a 16 G catheter and ventilated using a rodent ventilator with the respiratory rate set at 53.5 x weight®* and
the tidal volume set at 6.2 x weight'-°}(9). Rectal temperature was maintained throughout the protocol at 37-37.5°C
by a heating mat. Catheters were inserted into the left jugular vein to administer treatment or placebo and into the

right carotid artery for invasive blood pressure monitoring.

Based on the SEPSIS-3 consensus definition of septic shock (1), we only included rats with mean blood pressure
(MBP) below 65 mmHg. To ensure to have a cardiac dysfunction, we included only animals with a left ventricular
shortening fraction (LVSF) below 45%. Sixteen hours post-surgery, septic rats were randomly assigned to receive PBS
(PBS group) or PCZ (PCZ group). After a bolus injection of 1.5 mL PBS or PCZ (concentration of 1 mg/ml) through the
jugular vein in 5 min, which is equivalent as a fluid resuscitation, PBS (2 mL) and PCZ were continuously infused with
an electric syringe (2 mL at the concentration of 0.42 mg/mL) during the 120 minutes of follow-up. The experimental

protocol is summarized in Fig. 1A.
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¥  Hemodynamics and cardiac function monitoring

Monitoring of hemodynamics and cardiac function were performed as previously described (9, 11).
Echocardiography parameters were measured by transthoracic echocardiography (TTE) using Vivid 7 system
(General Electrics, USA) equipped with a 14-MHz linear transducer for rats, before randomization (16 hours after CLP
or sham procedure) and every 30 min during the 120 minutes of the protocol (Fig. 1A). All acquisitions were
recorded digitally and stored for subsequent off-line analysis (12). Invasive blood pressure measurements, by using
arterial catheter in carotid artery and recorded by Biopac® system and AcgKnowledge® 5.0 software (California, USA)
for data acquisition, were performed before randomization and every 30 minutes after the beginning of therapy

(PBS or PCZ injection) during the 120 minutes of the protocol.

W  Anatomical examination and tissue preparation

At the end of the protocol, the rats were sacrificed by lethal anaesthesia with an injection of 40mg/kg of
pentobarbital solution (CEVA, Libourne, France). The heart was transversally divided into two parts: the base part
was embedded into Tissue-Tek optimal cutting temperature (OCT) compound (VWR Chemicals, Jeuven, Belgium) and
frozen into liquid nitrogen precooled isopentane; the apex was snap-frozen in liquid nitrogen. All samples were
stored at -80°C for further analyses. Heparin blood was collected from the left carotid artery at the end of the

experiment, centrifuged at 3500 rpm for 15 min at 4°C, and plasma was stored at -80°C.

W Plasma DPP3 activity

Plasma DPP3 activity was measured using the soluble activity assay (SAA) with a fluorogenic substrate (15). Briefly,
10 pl of rat heparin-plasma were incubated with 90 pl of a substrate reagent solution (50 mM Tris/HCI, pH 7.8 (25°C),
0.125% Triton X-100, 100 uM Arg2-B-napthylamide (Arg2-BNA, Bachem AG) for 1 h at 37°C in black 96-well
microtiter plates. Fluorescence of the cleaved product BNA was detected at 420 nm using the Twinkle LB 970

fluorometer (Berthold Technologies GmbH).
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K Gene expression analyses

Total RNA were isolated from tissues using the RNeasy Mini Kit® (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the
manufacturer’s instructions and reverse transcribed using QuantiTect® Reverse Transcription (Qiagen, Courtaboeuf,
France). Subsequently, real-time quantitative polymerase chain reaction was performed on a LightCycler96 (Roche
Diagnostics, Meylan, France) using the FastStart Essential DNA Green Master® (Roche Diagnostics, Meylan, France).
Transcripts levels for genes of interest were normalized to that of Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) and expressed as the relative change compared to the control samples. The sequences of the primers used

are reported in Supplemental Table 1.

K Dihydroethidium staining

Dihydroethidium staining (DHE, Sigma-Aldrich) was performed on 7 um myocardial cross-cryosection as previously

described (7, 9).

M  Statistics

Data are expressed as mean = SD. Normality was assessed using the Shapiro—Wilk test. For two-group comparisons,
Wilcoxon signed-rank test or Wilcoxon rank-sum test were used as appropriate. Comparison between more than two
groups was performed by one-way ANOVA, Kruskal-Wallis test or repeated-measures ANOVA followed by Dunn’s
multiple comparison test, as appropriate. A Kaplan-Meier curve and log-rank survival were performed with a 95%
confidence interval to evaluate survival. A p-value <0.05 was considered statistically significant. Statistical analysis

was performed using R software (R Core Team, 2014) and figures were produced using ggplot2 (Wickham 2009).
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Results

PCZ decreased plasmatic DPP3 activity and myocardial DPP3 transcription

Sixteen hours after the CLP or sham procedure, clinical signs of sepsis (reduced motor activity, lethargy, shivering,
piloerection and hunched posture) were only present in CLP and not sham rats. Furthermore, post-mortem

examination of the abdominal cavity of all CLP rats showed varying degrees of peritonitis with a grey-black dilated
caecum and purulent and malodorous peritoneal fluid. Overall, thirty-six rats were enrolled in the study: 11 in the
CLP + PCZ group, 6 in the CLP + PBS group and 12 in the sham group (Fig. 1B). Baseline characteristics of the sham

and CLP animals after randomisation are summarized in Table 1A.

Interestingly, we found that the CLP + PBS animals had a higher cDPP3 plasma activity than the sham animals at 120
min (735 + 255 UI/L vs 94 + 41 UI/L, p=0.0063 respectively) (Fig 2A). Similarly, DPP3 transcripts were up-regulated in
the heart of the CLP + PBS animals compared to the sham group (1.17 + 0.40 AU in CLP + PBS compared to 0.52 +
0.10 in the sham group, p=8.2e-5) (Fig. 2B). Plasma cDPP3 activity was lower at 120 min in the PCZ group when
compared to the PBS group (138 £ 139 U/L vs 735 + 722 U/L, p=0.048) (Fig 2A), without modifying the myocardial

transcription of DPP3 (1.59 £ 0.35 vs 1.17.£ 0.13 in CLP + PBS group, p=0.27) (Fig. 2B).

PCZ promptly restored cardiac systolic dysfunction in septic animals

PCZ administration rapidly restored LVSF from 39 + 4% to 51 + 2% within 30 min of PCZ initiation (p=0.004329). LVSF
was higher in CLP + PCZ group when compared to CLP + PBS group (p=0.00028) (Fig. 2C). The LVSF of the PBS rats
remained unchanged (p=0.5557; Fig 2C). At the end of the protocol —i.e. 120 minutes after the initiation of PCZ or
PBS - administration of PCZ was associated with a greater CO (Fig 2D) and SV (Fig 2 E) compared to the animals
receiving PBS. In contrast, heart rate (HR) and MBP measured at 120 minutes were similar in all the CLP groups (Fig.
2F and G). Finally, the survival rate was greater at 120 min in the PCZ group compared to the PBS group (83% versus
63%, p=0.0026, log-rank test) (Supplemental Fig. 1). Of note, LVSF and other hemodynamic parameters remained

stable throughout the duration of the experiment in the sham group (Supplemental. Fig 2).
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At the cardiac level, PCZ administration rapidly reduced oxidative stress in the heart of the PCZ group compared to
those of the PBS group (respectively 13.3 £ 8.2 vs 6.2 £ 2.5 Ul, p=0.0047, 120 min after PBS or PCZ injection,
respectively; Supplemental Fig.3 A and B). However, PCZ group was not accompanied by any change in the
myocardial HO-1 and NQO1 expression, two oxidative stress-induced genes, when compared to the non-treated
septic group (respectively 7.90 + 4.38 AU vs 5.42 + 2.03 AU p=0.33 and 5.21 + 2.33 AU vs 4.49 + 1.91, p=0.61)

(Supplemental Fig 3 Cand D).
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Discussion

Our study demonstrates that inhibition of cDPP3 by PCZ restored cardiac contractility in septic rats. These data
indicate that cDPP3 play an important part in sepsis-induced myocardial depression and suggest PCZ as a promising

therapeutic option in this context.

Today, the pathophysiology of sepsis-induced myocardial depression is still not fully understood. Parrillo et al. have
described for the first time a “myocardial depressant factor” (13). Since this hypothesis was drawn, several factors
(included cytokines) were described to be associated with myocardial depression during sepsis or other acute
conditions (14-19). Others authors hypothesized that the down-regulation or uncoupling of the adrenergic receptors
induced by the sepsis can explain the absence of response to endogenous and exogenous catecholamines, leading to
septic shock (20). Lastly, an increased oxidative stress level may be implicated in triggering myocardial dysfunction
during sepsis (21-23). Finally, the alteration of angiotensin 2 pathway is another potential, but poorly studied,
mechanism implicated in septic cardiomyopathy. The RAAS pathway is clearly modified by sepsis (20) with altered
angiotensin 2 levels and a reduced angiotensin 2 sensitivity, via the reduction or the uncoupling of angiotensin 2
receptors and the deterioration of its positive inotropic effects (20, 24-27). Here, by using a sepsis-induced model in
rat, we demonstrated that blocking cDPP3 with PCZ resulted in marked cardiac contractile benefits in septic shock.
The present data reinforce cDPP3 as a potential myocardial depressing factor and suggest a similar role of DPP3
regardless of the aetiology of the cardiac dysfunction. Furthermore, the elevation of plasma cDPP3 could reduce
angiotensin 2 levels by cleavage into angiotensin 4 (6, 28), as we previously observed in mouse and human plasma
samples spiked with recombinant DPP3 (7). Thus, the restoration of the cardiac function in septic rats by blocking
DPP3 could result from the potentiation of angiotensin 2 that would be normally inactivated. Altogether, these data
strongly suggest that DPP3 could be the long-searched myocardial depressing factor, which would act by decreasing

the angiotensin 2 signalling pathway when increased in septic shock.

Our study has some limitations. First, septic animals have not been fully resuscitated, especially we didn’t treat
animals with antibiotics. However, given the duration of the protocol, the administration of antibiotics is not

expected to provide any improvement on the animal status. Along the same line, animals did not receive any
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exogenous catecholamine as the aim was to evaluate the hemodynamic benefit of DPP3 blockade. Nevertheless,
further studies are warranted to evaluate the benefit of PCZ in fully resuscitated animals, including probabilistic
antibiotherapy and catecholamine administration. Second, we do not assess sex differences responses to PCZ
treatment as only males mice were included in this preclinical studies. This is a comman bias in experimental studies

and more studies are needed to fill this gap.

We previously shown that cDPP3 is myocardial depressant factor in healthy and acute heart failure mice (7).
Our study extends the role of cDPP3 in septic shock as a myocardial depressant factor. Additionally, inhibition of high
levels of cDPP3 by PCZ in septic rats restored cardiac contraction and improved survival, suggesting PCZ as a possible
therapeutic option inpatient with septic shock. The use of PCZ could possibly limit the use of high doses of inotropes
during septic shock, which has been associated with deleterious effects (29, 30). Mechanisms of action of PCZ,
probably via increasing of circulating endogenous angiotensin 2 levels, need to be explored in others preclinical

studies included large animal models, as well as in humans.
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Legends

Table 1 legend. Hemodynamics and cardiac parameters in sham and CLP rats before randomisation (i.e. before PBS
or PCZ injection). Values are expressed as mean = SD. Comparisons were performed by using Wilcoxon rank-sum test.
(CO: cardiac output, DBP: diastolic blood pressure, HR: heart rate, LVSF: left ventricular shortening fraction, MBP:

mean blood pressure, SBP: systolic blood pressure, SV: stroke volume).
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Figures legends

Figure 1. Design and flow chart of the study. (A) Schematic representation of the preclinical experiment in rats,
including treatments and hemodynamic assessment (BP: blood pressure, CLP: cecal ligation and puncture, PBS:
phosphate buffered saline, PCZ: Procizumab, TTE: transthoracic echocardiography). (B) Flowchart of animals

randomisation.

Figure 2. PCZ injection improved hemodynamics and cardiac function during sepsis. (A) Plasmatic DPP3 activity in
sham, CLP + PBS and CLP + PCZ groups. Comparisons were made using Wilcoxon rank-sum test. (B) Myocardial gPCR
of DPP3 of sham, CLP + PBS and CLP + PCZ rats. Comparisons were made by Wilcoxon rank-sum test. (C) Schematic
representation of the evolution of the left ventricular shortening fraction in time in sham (blue dashed line), CLP + PBS
(grey line) and CLP + PCZ groups (black line) (p<0.05 using repeated measures of ANOVA). Red dashed line corresponds
to the moment of bolus injection followed by infusion. (D) Evolution of the cardiac output, (E) stroke volume, (F) heart
rate and (G) mean blood pressure before randomization and 120 min after therapy by PBS or PCZ injection in septic
rats. Comparisons were performed by using Wilcoxon rank-sum test. (bpm: beats per minutes, CLP: cecal ligature and

puncture).

Take home figure: cDPP3 is implicated in septic myocardial depression. Its inhibition by a specific antibody,

Procizumab, could be a tool to restore impaired cardiac function.
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Supplemental Fig. captions

Supplemental Fig. 1. Survival curve 120 min after PBS or PCZ injection. (CLP: cecal ligation and puncture, PBS:

phosphate buffered saline, PCZ: Procizumab. Log rank test was used.

Supplemental Fig. 2. Hemodynamics and cardiac parameters remain stable in sham animals. Schematic
representation of the evolution of the left ventricular shortening fraction (A), mean blood pressure (B), cardiac output
(C), stoke volume (D) and heart rate (E) 16 hours after sham surgical procedure. Comparisons were made by using

repeated measures of ANOVA.

Supplemental Fig. 3. PCZ injection improved myocardial oxidative stress. Representative images (A) and
guantification (B) of DHE staining from myocardial sections of sham, CLP + PBS and CLP + PCZ animal groups.
Myocardial mRNA expression of HO-1 and NQO-1 in sham, CLP + PBS and CLP + PCZ groups. Comparisons were made
by Wilcoxon rank-sum test. (DHE: dihydroethidium, HO-1: heme oxygenase 1, NQO-1: NAD(P)H dehydrogenase

(quinone 1)).
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Supplemental table 1 legend. Primers used for gPCR.
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Supplemental figure 1
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Supplemental figure 2
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Supplemental figure 3
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Take home figure

Septic shock

Worsening organ function

RAS alterations
/ Oxidative slress\

+::DPP3 DPP3 %

/ Cardiac \
‘4\ instability _A\ }»
) Y
%( b DPP3 antibodies
\ Improved

cardiac function

24

121



Tables

A
Sham CLP before randomization p
n=12 n=17
LVSF (mean * SD) 54+7 % 39+4% <0.001
SBP (mean £ SD) 99 £ 11 mmHg 79 + 10 mmHg <0.001
DBP (mean % SD) 70 £12 mmHg 46 £ 10 mmHg <0.001
MBP (mean * SD) 79 + 11 mmHg 57 + 8 mmHg <0.001
HR (mean * SD) 321 +77 bpm 341 + 62 bpm 0.428
CO (mean  SD) 113 £ 33 mL/min 99 + 26 mL/min 0.231
SV (mean £ SD) 0.36£0.11 mL 0.30£0.08 mL 0.064
B
Name Gene Access GenBank Forward sequence Reverse sequence
GAPDH Gapd NM_017008.4 GTTCAACGGCACAGTCAAGG ACTCCACGACATACTCAGCAC
DPP3 Dpp3 NM_053748.1 GGAACCAAGGCTTCGACATC TGAAGAGCCGGGTGTTGTAT
HO1 Hmox1 NM_012580.2 TGCTGACAGAGGAACACAAAGA CGGTCGCCAACAGGAAACT
NQO1 Ngo1l NM_017000.3 ACCTTGCTTTCCATCACCACC GACGCTTCTTCCACCCTTCC
25
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3. Discussion

Notre étude démontre que I’inhibition de la DPP3 circulante par le Procizumab permet d’améliorer la
dysfonction cardiaque d’origine septique chez le rat. Etant donné ces résultats, nous suggérons que la

DPP3 est un FDM clé au cours de la dysfonction cardiaque d’origine septique.

En utilisant un mode¢le de sepsis chez le rat, nous avons pu démontrer que le blocage de la DPP3 par le
Procizumab permettait d’améliorer la dysfonction cardiaque d’origine septique. Ainsi, le Procizumab,
un anticorps spécifique de la DPP3, pourrait étre une potentielle option thérapeutique en vue d’améliorer
I’hémodynamique, les dysfonctions d’organes et la survie des patients atteints de choc septique, chez
qui les taux de DPP3 seraient élevés. Nous avons récemment démontré que la DPP3 circulante est un

facteur dépresseur myocardique au cours de I’insuffisance cardiaque aigué grace a :

e [’association délétére de hauts niveaux de DPP3, liés a une nécrose cardiomyocytaire
importante, et la survie des patients en choc cardiogénique (302).

e La dépression myocardique induite par une injection unique de DPP3 chez 1’animal sain (302).

e La restauration d’une fonction systolique normale suite au blocage de la DPP3 par le

Procizumab dans un modéle d’IC aigué a I’isoprénaline chez la souris (302).

La physiopathologie de la cardiomyopathie d’origine septique est complexe, et aujourd’hui non
entierement expliquée. Le phénomeéne de « décatécholaminisation » observé au cours du sepsis et défini
comme un découplage et une inhibition des récepteurs adrénergiques (375) semble impliqué dans la
physiopathologie de la dépression myocardique septique. D’autres mécanismes, notamment une
altération du SRAA, peuvent participer a cette dysfonction. En effet, au cours du sepsis, une
modification des taux circulants d’angiotensine 2 et une réduction de la sensibilité¢ de ses récepteurs
(type 1 et II) ont clairement été démontrés (375—3719). Ceci a pour conséquence une altération de la
réponse inotrope positive de I’angiotensine 2. Combiné au fait que la DPP3 clive 1’angiotensine 2 en

angiotensine 4 (et va donc réduire les taux circulants d’angiotensine 2), nous avons émis 1’hypothése
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que de hauts niveaux de DPP3, secondaires au sepsis, pourraient étre responsables d’une réduction de
la concentration d’angiotensine 2 circulante. Ainsi, les défaillances cardiaques et endothéliales
observées au cours du sepsis pourraient étre en partie expliquées par de hauts taux de DPP3 libérés au
cours du sepsis. Ainsi, chez les patients atteints de sepsis avec des niveaux élevés de DPP3, le
Procizumab pourrait permettre de restaurer les taux endogénes d’angiotensine 2 et donc améliorer les
dysfonctions vasculaire et cardiaque d’origine septique. L utilisation du Procizumab pourrait permettre
de réduire les doses de catécholamines utilisées au cours du choc septique dont les effets indésirables

sont clairement démontrés aujourd’hui (320, 321).

Notre travail présente plusieurs limites. Premiérement, les animaux en choc septique n’ont pas été traités
avec une antibiothérapie probabiliste adaptée apres 1’induction de la péritonite comme préconisé par les
recommandations actuelles chez I’Homme. L’objectif de notre travail était d’évaluer les effets
cardiovasculaires et hémodynamiques du Procizumab chez I’animal septique. Les études futures devront
intégrer une réanimation optimale, incluant un remplissage vasculaire et une antibiothérapie probabiliste
adaptés. Deuxiémement, seuls 6 animaux ont ét¢ inclus dans le groupe CLP + PCZ. La technique de
ligature et ponction caecale est une procédure sévere, avec un taux ¢levé de mortalit¢ (40%
approximativement). Nous avons sélectionné uniquement les rats en choc septique présentant une
défaillance cardiaque (soit 40% des survivants 16 heures aprés 1’induction du sepsis). Dans le respect
de la régle éthique des 3R, et étant donné ’effet cardiaque spectaculaire du Procizumab, nous avons
décidé d’arréter le recrutement a 6 animaux dans ce groupe. Nos résultats doivent étre confirmés par des
études incluant un nombre plus important d’animaux. Troisiémement, dans de nombreuses études

expérimentales, seuls des rats males ont été inclus. Les études futures devront inclure des femelles.
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Discussion geénerale



Discussion générale sur le role de DPP3 dans la défaillance cardiaque

La physiopathologie de la dépression myocardique au cours de I’IC aigu€ est a ce jour non complétement
¢lucidée. Les FDM, décrits il y a plus de 20 ans, sont un des principaux mécanismes de la dépression
myocardique de I’IC aigué. Les avancés techniques récentes permettent d’explorer de nouvelles voies
métaboliques qui ne 1’étaient pas auparavant. Ainsi, I’étude du SRAA au cours de I’'IC aigué€ permet de
proposer des pistes de réflexion sur la physiopathologie de la dépression myocardique. De plus,
I’identification de nouveaux acteurs impliqués dans la dépression myocardique permettra de proposer
de nouveaux traitements en ciblant des molécules d’intérét en particulier pour une pathologie dont aucun

traitement efficace n’existe a ce jour.

Choix des modeles animaux

o Modele de défaillance cardiaque par injection d’isoprotérénol chez la souris

Des doses excessives de catécholamines a tropisme cardiaque peuvent induire une destruction
myocardique étendue et une nécrose cardiomyocytaire (322). L’isoproterenol est un agent synthétique
sympathomimétique B-adrénergique (B1, 2, 3) responsable de la génération de radicaux libres qui vont
induire du stress oxydant aboutissant a des dommages mitochondriaux, ainsi qu’une consommation
excessive d’ATP (323). Un déséquilibre entre demande et besoin va alors étre responsable d’une
hypoxie tissulaire altérant le métabolisme cellulaire cardiaque menant a une nécrose diffuse (371) puis
a la fibrose myocardique (324). 1l s’agit d’un mode¢le de cardiopathie aigiie (323-326) simple et
reproductible. D’autres modéles de défaillance cardiaque existent (notamment I’ischémie par ligature
coronaire). Le modéle de défaillance cardiaque par injection d’isoprotérénol est un modele largement
utilisé et maitrisé dans notre unité de Recherche. Cependant, les résultats obtenus, notamment
I’amélioration de la fonction systolique apres 1’injection de Procizumab dans le modele a I’ISO, doivent

étre validés dans d’autres modéles.



o Modéle de cardiomyopathie septique par ligature ponction caecale (LPC) chez le rat

Le sepsis est une pathologie fréquente avec un haut taux de morbidité et de mortalité (60). Sa
physiopathologie est complexe et non entiérement élucidée (327). Les modeles animaux jouent un role
central dans la compréhension de la physiopathologie du sepsis bien que tous ne valent pas en terme de
pertinence clinique et ne soient pas extrapolables au sepsis humain (328). Trois principaux modéles

expérimentaux de sepsis existent actuellement :

o Administration d’exotoxines (zymosan (329) ou lipopolysaccharides (LPS) (330-333))
o Administration directe d’agents pathogenes (334—337)

o Péritonite stercorale par LPC (338)

Le choix du modéle de sepsis était basé sur la pertinence de la physiopathologie la plus proche de celle
du sepsis humain. La péritonite stercorale par la réalisation d’une LPC est le modéle de sepsis de choix
répondant a ses critéres (339, 340). 1l s’agit d’un modéle simple, reproductible et rapidement responsable
d’un choc septique avec défaillance d’organes, dont la sévérité peut étre modulée par la largeur de la
perforation et la force de la ligature (338, 340). Cependant, il est impossible de contréler 1’inoculum
bactérien, contrairement a d’autres modeles (340). Par ailleurs, le contenu gastro intestinal des animaux,
principalement herbivores, varient entre les espéces limitant la reproductibilité des résultats a d’autres
especes (340). Au final, la LPC est considérée comme la méthode de référence pour 1’induction d’un
sepsis chez le murin, dans le but de mimer la physiopathologie du sepsis humain et d’utiliser uniquement
des animaux males jeunes sans comorbidités. Comme tout modéle expérimental, la LPC a des limites,
notamment celles de ne pas recréer a I’identique le sepsis humain. De plus, les animaux ne bénéficiaient

pas de toutes les manceuvres de réanimation (pas de remplissage vasculaire ni d’antibiotiques).
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Implication de la DPP3 dans la défaillance cardiaque d’origine catécholaminergique

Ce travail a mis en évidence que la DPP3, une enzyme cytosolique libérée en cas de souffrance cellulaire,
est un FDM, dont le taux plasmatique a I’admission des patients atteints de choc cardiogénique est
associ¢ a la mortalité. De plus, I’injection de DPP3 a un effet cardio-dépresseur chez 1’animal sain. Cette
altération de la fonction cardiaque est associée a une diminution des taux 1’ensemble des angiotensines.
L’inhibition de la DPP3 par un anticorps spécifique, le Procizumab, dans un modele de choc
cardiogénique chez la souris permet de rapidement normaliser la fonction cardiaque des animaux atteints

d’IC.

Le modéle d’IC aigué a I’isoprotérénol a été choisi dans notre travail car il mime les conséquences
cardiaques et systémiques observées au cours de 1’IC aigué, dont 1’étiologie principale est ischémique.
De plus, ce modele s’accompagne d’une nécrose cellulaire cardiaque diffuse comme observée au cours

du choc cardiogénique (55, 310-312).

En inhibant spécifiquement la DPP3 avec une haute spécificité grace au Procizumab, nous identifions
clairement le role clé de DPP3 dans I’altération de ’hémodynamique générale au cours de I’IC aigué.
Cette inhibition permettait d’améliorer trés rapidement (en moins d’une heure), la fonction cardiaque et

I’hémodynamique rénale altérées suite a des injections répétées d’isoproterenol.

Dans I’étude CardShock, nous avons montré I’existence d’une association négative entre les taux élevés
de DPP3, libérés suite a une nécrose cellulaire myocardique diffuse, chez les patients admis en
réanimation pour un état de choc cardiogénique et la mortalité dans les 90 jours suivants. Plus le taux
initial de DPP3 était élevé, plus la mortalité était augmentée chez ces patients. Ceci était confirmé par
des besoins moindres en catécholamines et un meilleur pronostic rénal chez les patients ayant les taux

les plus bas de DPP3. Nos résultats concordent avec ceux de 1’é¢tude OptimaCC (297) qui a montré que
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les patients en état de choc cardiogénique apres infarctus du myocarde avec des taux élevés de DPP3
avaient un index cardiaque plus bas, un risque plus important de développer un état de choc réfractaire
et de développer une défaillance rénale que les patients qui présentaient un taux bas de DPP3. Les
résultats de notre étude combinés a ceux de I’étude OptimaCC suggere la nécessité d’évaluer les effets
bénéfiques du Procizumab pour rétablir I’hémodynamique systémique et améliorer le pronostic des

patients en IC aigué.

Notre travail identifie le réle central de la DPP3 dans la physiopathologie de la dysfonction cardiaque.
Les mécanismes précis par lesquels la DPP3 induit cette dépression myocardique sont actuellement
inconnus et nécessite des travaux complémentaires. Il semblerait que ces mécanismes sont tres rapides.
L’hypothése d’un métabolisme rapide de peptides cardiovasculaires agissant sur la fonction contractile
du cceur est la principale retenue aujourd’hui. Cette hypothése repose sur la chute des taux
d’angiotensines dans le plasma humain en présence de doses progressivement croissantes de DPP3. Des
é¢tudes supplémentaires sont nécessaires, et devront notamment s’intéresser aux enképhalines

circulantes, substrats de la DPP3 ayant des propriétés inotropes positives.

DPP3 et défaillance rénale.

L’injection de DPP3 chez la souris saine induisait une dépression myocardique objectivée par une
diminution de la fraction de raccourcissement, ainsi qu’une augmentation transitoire des index de
résistance rénaux calculés par enregistrement doppler de 1’artére rénale droite. A ce jour, aucune donnée
de la littérature n’existe quant au role de la DPP3 au niveau rénal. Il s’agit du premier travail s’intéressant
aux effets hémodynamiques rénaux de la DPP3 chez la souris. Une réduction des flux liée a une
défaillance cardiaque peut expliquer les effets observés lors de ’injection de la DPP3 chez la souris
saine. De plus, dans le modéle a 1’isoprotérénol qui s’accompagnait d’une augmentation des index de
résistance rénaux, I’injection de PCZ permettait de les normaliser rapidement dans les 6h. Un effet direct

de la DPP3 au niveau endothélial mais aussi du PCZ ne sont pas a exclure. Des études complémentaires,
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avec notamment 1’utilisation de modéles expérimentaux de défaillance rénale (avec investigations
hémodynamiques, utilisation de marqueurs d’insuffisance rénale plasmatiques et urinaires, etc...), sont

nécessaires pour répondre a ces questions.

Notre travail présentait plusieurs limites. Premiérement, nous avons étudié I’effet du blocage de la DPP3
par le Procizumab dans un seul modele d’IC aigu€. En effet, notre travail est une preuve de concept
reposant sur le fait que la DPP3 est un FDM, potentielle cible thérapeutique de I’IC. Nos résultats doivent
étre confirmés par des études précliniques (et donc dans d’autres modéles de défaillance cardiaque) et
cliniques de plus grande échelle. Deuxiémement, le nombre d’animaux utilisés pour cette étude est
relativement faible. Comme décrit dans la section résultats de notre travail, les données individuelles,
aussi bien a la suite de I’injection de la DPP3 que de I’injection de Procizumab, vont toutes dans le
méme sens. La méme injection (DPP3 ou Procizumab) produisait le méme effet chez tous les animaux.
De plus, selon la régle des 3R, le nombre d’animaux a été limité a son strict minimum. Des études
complémentaires sont nécessaires pour confirmer nos résultats. Troisiemement, les mécanismes
physiopathologiques exacts de 1’induction de la dépression myocardique par DPP3 et de I’amélioration
quasi instantanée de la fonction cardiaque apres 1’injection de Procizumab ne sont pas clairement
¢lucidés pour le moment. Des études complémentaires, avec un nombre d’animaux plus conséquent, et
d’autres conditions (en absence ou en présence de Procizumab, en absence ou en présence d’inhibiteur
de I’enzyme de conversion et antagonistes de récepteur de 1’angiotensine 2) sont nécessaires pour

répondre a ces questions.

En conclusion, notre travail suggere qu’un taux de DPP3 élevé dans le plasma pourrait étre un potentiel
FDM associ¢ a une mortalité plus élevée et une dysfonction d’organe plus importante chez les patients
en état de choc cardiogénique ainsi que dans un modele de défaillance cardiaque aigué€ chez la souris.
Des études complémentaires sont nécessaires pour comparer les propriétés pronostiques de DPP3 a

celles des autres biomarqueurs actuellement utilisés dans 1’IC aigué (troponine et peptides natriurétiques
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principalement). De plus, notre travail démontre que I’inhibition de la DPP3 circulante par le
Procizumab permet de normaliser trés rapidement et durablement la fonction cardiaque chez des souris
rendues insuffisantes cardiaques suite a des injections répétées d’isoproterenol. Les mécanismes
d’action du Procizumab et la confirmation de ces effets bénéfiques sur ’hémodynamique dans des
études précliniques et cliniques de plus grande échelles sont nécessaires pour proposer cet anticorps

comme un nouveau traitement de I’IC aigué.

Les perspectives de ce travail sont nombreuses. Premiérement, nous allons poursuivre les investigations
expérimentales notamment sur le plan biologique dans le but de comprendre trés précisément
I’implication de DPP3 dans la dépression myocardique au cours du choc cardiogénique, ainsi que les
mécanismes et voies cellulaires impliquées. De plus, nous allons étudier le role de DPP3 dans d’autres
cardiopathies, notamment septique, comme présenté dans le travail suivant. Grace aux effets bénéfiques
du Procizumab, notamment sur la dépression myocardique du choc cardiogénique chez 1’animal, nous
projetons d’utiliser 1’anticorps pour diminuer le taux de DPP3 circulant anormalement élevé dans
d’autres modéles de défaillances cardiaques. Des études chez I’Homme, notamment de tolérance et de
sécurité puis d’efficacité, sont déja prévues dans le but de proposer le Procizumab comme option
thérapeutique du choc cardiogénique et de la prévention de la défaillance d’organes lorsque nos résultats

seront confirmés.

Implication de la DPP3 dans la dépression myocardique d’origine septique.

Nous avons pu démontrer dans ce travail que le taux DPP3 a 1’admission en réanimation était un
marqueur pronostique de survie et de survenue de défaillance d’organes chez les patients hospitalisés

pour sepsis. De plus, nous avons pu démontrer dans un modéle de choc septique chez le rat que
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I’inhibition de DPP3 par le Procizumab restaurait la défaillance cardiaque d’origine septique. Ainsi,
nous démontrons que le DPP3 occupe une place centrale dans la physiopathologie de la dysfonction

cardiaque d’origine septique et que le Procizumab est une option thérapeutique intéressante.

Dans un travail en cours de publication, des données issues d’une population de patients atteints de
sepsis et admis en réanimation ont été analysé (AdrenOSS Study). Nous démontrons que des taux élevés
de DPP3 (valeur seuil a 45,1 ng/mL) étaient associés a un plus mauvais pronostic et a une augmentation
de I’incidence de défaillances d’organes chez les patients septiques hospitalisés en réanimation. Nous
avons montré que le DPP3 avait une valeur pronostique modérée a I’admission en réanimation en
calculant 1’aire sous la courbe mais présentait une meilleure capacité pronostic lorsque nous utilisions
le modéle de Cox ajusté. La valeur pronostic de DPP3 & I’admission était meilleure lorsqu’elle était
ajoutée aux valeurs des scores pronostics utilisés couramment en réanimation. Nous avons pu aussi
démontrer qu’il existait une association entre des taux bas de DPP3 (<45 ng/mL) a J2 et une mortalité
réduite a J90, méme chez les patients qui avaient initialement un taux élevé de DPP3 a I’admission en
réanimation. De méme, le risque de développer une dysfonction d’organe a J7 était moindre chez les

patients qui avaient un taux bas de DPP3 4 J2

Concernant les dysfonctions d’organes, nous avons montré une association positive entre le taux
circulant de DPP3 et le score SOFA a I’admission en réanimation qui restait vraie au cours de la phase
de récupération chez les patients de la cohorte AdrenOSS-1. Les patients septiques avec des taux élevés
de DPP3 a I’admission en réanimation mais qui diminuaient a J2 avaient moins de dysfonctions
d’organes (notamment cardiovasculaire, rénale, pulmonaire et hépatique) que ceux dont les taux

restaient élevés.

Dans le modele de défaillance cardiaque d’origine septique chez le rat que nous avons utilisé pour ce

travail, nous avons observé le bénéfice cardiaque du blocage spécifique de DPP3 par le Procizumab.
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Ainsi, le Procizumab pourrait étre une option thérapeutique intéressante dans 1’amélioration de
I’hémodynamique générale, des dysfonctions d’organes et de la survie chez les patients en choc
septiques présentant des taux élevés de DPP3. Actuellement, aucun traitement spécifique de la

cardiomyopathie septique n’est disponible, et son taux de mortalité reste élevé (341).

Nous avons démontré dans un travail précédent que le DPP3 circulant est un facteur dépresseur

myocardique présent au cours de 1’insuffisance cardiaque aigu€ (302) en nous appuyant sur :

1. L’association délétere de niveaux élevés de DPP3, secondaire a la nécrose cellulaire
myocardique (et d’autres organes) et la survie des patients en choc cardiogénique

2. La dysfonction cardiaque induite par une injection de DPP3 chez la souris saine

3. L’amélioration rapide de la dysfonction cardiaque suite a I’injection de Procizumab dans un

modele de défaillance cardiaque a I’isoprotérénol chez la souris.

La physiopathologie de la cardiomyopathie d’origine septique est complexe, et aujourd’hui non
entiérement expliquée. Le phénomeéne de « décatécholaminisation », présent au cours du sepsis et défini
comme un découplage et une inhibition des récepteurs adrénergiques (3/5) semble impliqué dans la
physiopathologie de la dépression myocardique septique. D’autres mécanismes, notamment une
altération du systéme rénine angiotensine aldostérone, peuvent participer a cette dysfonction. En effet,
au cours du sepsis, une modification des taux circulants d’angiotensine 2 et une réduction de la
sensibilité de ses récepteurs (type I et II) ont clairement été démontrés (37/5-319). Ceci a pour
conséquence une altération de la réponse inotrope positive de I’angiotensine 2. Combiné au fait que la
DPP3 clive I’angiotensine 2 en angiotensine 4 (et va donc réduire les taux circulants d’angiotensine 2),
nous avons émis I’hypothése que de hauts niveaux de DPP3, secondaires au sepsis, pourraient étre
responsables d’une réduction de la concentration d’angiotensine 2 circulante. Ainsi, les défaillances
cardiaques et endothéliales observées au cours du sepsis pourraient étre en partie expliquées par de hauts

taux de DPP3 libérés au cours du sepsis. Ainsi, chez les patients atteints de sepsis avec des niveaux
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¢levés de DPP3, le Procizumab pourrait permettre de restaurer les taux endogenes d’angiotensine 2 et
donc améliorer les dysfonctions vasculaire et cardiaque d’origine septique. L utilisation du Procizumab
pourrait permettre de réduire les doses de catécholamines utilisées au cours du choc septique dont les

effets indésirables sont clairement démontrés aujourd’hui (320, 321).

Notre travail présente plusieurs limites. Premiérement, les animaux en choc septique n’ont pas été traités
avec une antibiothérapie probabiliste adaptée aprés 1’induction de la péritonite. L’objectif de notre
travail était d’évaluer les effets cardiovasculaires et hémodynamiques du Procizumab chez 1’animal
septique. Les études futures devront intégrer une réanimation optimale, incluant un remplissage
vasculaire et une antibiothérapie probabiliste adaptés. Deuxiémement, seuls 5 animaux ont été inclus
dans le groupe CLP + PCZ. La technique de ligature et ponction caecale est une procédure sévere, avec
un taux élevé de mortalité (40% approximativement). Nous avons sélectionné uniquement les rats en
choc septique présentant une défaillance cardiaque (soit 40% des survivants 16 heures apres I’induction
du sepsis). Dans le respect de la reégle éthique des 3R, et étant donné I’effet cardiaque spectaculaire du
Procizumab, nous avons décidé d’arréter le recrutement a 5 animaux dans ce groupe. Nos résultats
doivent étre confirmés par des études incluant un nombre plus important d’animaux. Troisiemement,
comme dans de nombreuses études expérimentales, seuls des rats males jeunes et non comorbides ont

été inclus. Les études futures devront inclure des femelles.

Comme pour le premier travail présenté précédemment, les perspectives sont nombreuses (chez
I’Homme et chez I’animal). Cependant, une meilleure compréhension du degré d’implication de la DPP3
dans la dépression myocardique de I’insuffisance cardiaque aigué (catécholaminergique et septique)

ainsi que les voies métaboliques impliquées sont essentielles.

En conclusion, nous avons démontré que le DPP3, un facteur dépresseur myocardique initialement décrit

au cours du choc cardiogénique, est impliqué dans la dysfonction cardiaque d’origine septique.
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L’inhibition de taux circulants élevés de DPP3 par le Procizumab permettait d’augmenter la contraction
myocardique et d’améliorer la survie des animaux, faisant de cet anticorps une option thérapeutique
intéressante dans le choc septique chez les patients les plus graves. Les mécanismes d’action du
Procizumab et ses effets bénéfiques, probablement via une augmentation du taux endogeéne

d’angiotensine 2 circulante, doivent étre confirmés dans des études expérimentales et cliniques.
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Perspectives générales

Les perspectives a venir pour ce projet sont nombreuses. Dans le but de mieux comprendre les
mécanismes d’action de la DPP3 et du Procizumab, des investigations complémentaires chez 1’animal

sont en cours :

e développement d’un modéle de souris knock-out pour la DPP3
e la confirmation de nos résultats par des investigations hémodynamiques et cardiaques
supplémentaires dans des modéles expérimentaux porcins (dont la physiologie se rapproche de

celle de I’'Homme).

En paralléle, des études d’efficacité et de toxicité du Procizumab sont actuellement en cours chez
I’animal, en partenariat avec ’unité Inserm U942. Enfin, des études de phase I internationales, dans le
but d’étudier la sécurité de I’utilisation du Procizumab chez les volontaires sains, sont programmées

dans un futur trés proche.



Conclusion générale



Conclusion générale

Grace a ces travaux, nous démontrons que le DPP3 est un FDM impliqué dans le choc cardiogénique et
dans la cardiomyopathie septique. Au cours de ces deux pathologies, suite a une nécrose cellulaire
massive, les taux de DPP3 sont augmentés chez I’Homme. L’inhibition des taux excessifs de DPP3
circulant par le Procizumab, un anticorps spécifique de la DPP3, dans un modéle de défaillance
cardiaque a I’ISO et dans un mode¢le de cardiomyopathie septique, permettait d’améliorer la contraction
myocardique, ’hémodynamique rénale et d’améliorer la survie des animaux. Cet anticorps se positionne
comme une option thérapeutique intéressante dans les états de chocs cardiogéniques et septiques les plus
graves. Cependant, les mécanismes d’action du Procizumab ne sont pas clairs. Une modulation de la
concentration des acteurs du SRAA et notamment de I’angiotensine 2 est I’hypothése retenue

actuellement. Cette hypothése doit étre confirmée par des études expérimentales et cliniques.
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La voie de la dipeptidyl-peptidase 3 :

Une nouvelle voie thérapeutique de la défaillance cardiaque aigué

Introduction

L’insuffisance cardiaque (IC) aigué est une pathologie multifactorielle responsable du déces de plusieurs
millions de personnes chaque année. Sa physiopathologie est complexe et non entierement élucidée. De
plus, les traitements actuels ne permettent pas d’éviter le décés des patients les plus graves. La dipeptidyl
peptidase 3 (DPP3) est une métalloprotéinase ubiquitaire impliquée dans de nombreux processus
biologiques, notamment dans la régulation de la pression artérielle (en clivant I’angiotensine 2). Les
fonctions biologiques exactes de la DPP3 sont inconnues a ce jour. Les objectifs de ce travail étaient de
déterminer les fonctions physiopathologiques de la DPP3 au cours de I'IC aigué¢ d’origine
catécholaminergique et septique.

Méthodes

Deux modeles ont été utilisés dans ce travail : 1/ le modele d’IC aigué€ a I’isoprotérénol (ISO, 300
mg/kg/12h) chez des souris males C57B16j de 3 mois et 2/ le modele d’IC aigué septique chez des rats
males Wistar de 3 mois par ligature et ponction caecale (LPC). Les paramétres cardiovasculaires (dans
les deux modeles) et rénaux (dans le modéle [SO) ont été évalués par échographie. Nous avons exploré
le stress oxydant myocardique par marquage DHE sur des coupes de cceur dans les deux modeles. Des
dosages d’angiotensines in vitro en présence DPP3 ont été réalisés chez la souris (modele ISO)

Résultats

L’injection de la protéine DPP3 chez la souris saine était responsable d’une dépression myocardique
(baisse de 10 £ 2% de la fraction de raccourcissement) ainsi que d’une altération de I’hémodynamique
rénale (augmentation de I’index de résistance rénale de 0.30 £ 0.02). De plus, I’adjonction de DPP3 avec
le plasma de souris était associée a une baisse des taux de toutes les angiotensines. 1/ Dans le modéle
d’IC aigué a I’ISO, I’inhibition de la DPP3 par le Procizumab normalisait rapidement la fonction
cardiaque ainsi que 1I’hémodynamique rénale avec une réduction marquée du stress oxydant et de
I’inflammation myocardique. 2/ Dans le mod¢le de cardiomyopathie septique chez le rat, I’injection de
Procizumab permettait de normaliser rapidement la fraction de raccourcissement et le débit cardiaque
des animaux septiques. Une réduction du stress oxydant était observée dans le coeur des animaux traités.
De plus, la mortalité des animaux septiques traités par le Procizumab était réduite.

Conclusion

La DPP3 est un facteur dépresseur myocardique impliqué dans le choc cardiogénique et dans la
cardiomyopathie septique. L’inhibition des taux excessifs de DPP3 par le Procizumab, un anticorps
spécifique de la DPP3, permettait d’améliorer la contraction myocardique, I’hémodynamique rénale et
d’améliorer la survie des animaux. Cet anticorps se positionne comme une option thérapeutique
intéressante dans les états de chocs cardiogéniques et septiques les plus graves. Cependant, les
mécanismes d’action du Procizumab ne sont encore €lucidés. Une modulation des taux circulants des
acteurs du systéme rénine angiotensine aldostérone et notamment de I’angiotensine 2 est I’hypothése
retenue actuellement. Elle doit étre confirmée par des études expérimentales et cliniques.




