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Résumé

Malgré les progrés médicaux réalisés récemment, les pathologies cardio-vasculaires
représentent les principales causes de morbidité et de mortalité chez le patient
insuffisant rénal chronique. Environ 50% des décés chez ces patients sont dus a un
évenement cardiaque majeur. Si des facteurs de risque traditionnels sont bien
identifiés, des facteurs de risque non traditionnels ont été mis en évidence. De
nouvelles voies physiopathologiques comme la fibrose et le remodelage cardiaque
sont actuellement étudiées. La fibrose et le remodelage cardiaque sont notamment
impliqués dans l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée.

L’hypothése principale de ce travail est qu'’il est possible d’observer des modifications
précoces de marqueurs d’atteinte cardiaque au cours de linsuffisance rénale
chronique au stade de la pré-dialyse. Ce travail regroupe plusieurs études permettant
de répondre a I'hypothése principale. Dans la premiere étude, nous avons montré
'intérét d’utiliser un score clinico-biologique dans [I'évaluation pronostique des
évenements cardiaques majeurs, permettant d’améliorer la prise en charge de la
maladie rénale chronique et de prévenir ses complications.

Dans la seconde étude, nous avons montré que linsulino-résistance et I'obésité
exacerbe le remodelage cardiaque en présence d’une insuffisance rénale chronique
dans un modéle de rongeur. Nous avons également évoqué des phénomeénes de
transition endothélio-mésenchymateuse a l'origine des myofibroblastes impliqués
dans le processus de fibrose cardiaque dans la maladie rénale chronique.

Dans la troisieme étude, nous avons observé une discréte altération cardiaque apres

trois mois d’évolution de linsuffisance rénale chronique chez des rats rendus



insuffisants rénaux a 12 semaines de vie. En revanche, les anomalies de la structure
cardiaque sont plus clairement présentes lorsque l'insuffisance rénale est initiée a un
age plus précoce (6 semaines de vie), donc que I'atteinte cardiaque consécutive a une
insuffisance rénale chronique est plus marquée lorsque qu’elle survient chez un sujet
jeune.

L’ensemble de ces études apporte certaines réponses a la caractérisation de la fibrose
cardiaque et l'atteinte fonctionnelle observée au cours de linsuffisance rénale

chronique.



Summary

Despite medical advances achieved recently, cardiovascular diseases are the main
cause of morbidity and mortality in chronic kidney disease in the industrialized
countries. About half of deaths in these patients are due to a major cardiac event. While
traditional risk factors are well identified, non-traditional risk factors have been
highlighted. New pathophysiological pathways such as fibrosis and cardiac remodeling
are being studied. Fibrosis and cardiac remodeling are particularly involved in heart
failure with preserved ejection fraction.

The main objective of this work is to observe early modifications of cardiac biomarkers
during chronic kidney disease before dialysis. This work includes several studies
allowing to answer to the main objective.

In the first study, we proved the interest of using a clinical and biological tool in the
prognostic assessment of major cardiac events and to prevent the complications of the
chronic kidney disease. In the second work, we showed that a model of rat insulin-
resistant and obese exacerbates cardiac remodeling observed with chronic renal
failure. We were also able to propose that endothelio to mesenchymal transition
phenomena at the origin of myofibroblasts could be involved in the process of cardiac
fibrosis subsequent to chronic kidney disease. In the third experiment, we observed a
discrete cardiac alteration after three months of renal insufficiency in rats made with
an altered renal function induced at 12 weeks of life. In contrast, structural
abnormalities of the heart are clearer when the renal insufficiency occurs at an earlier
age (6 weeks of life), suggesting that cardiac alterations subsequent to a chronic

kidney disease are more marked when the renal injury occurs in a young subject.



Finally, all of these studies contribute to the characterization of cardiac fibrosis and the

functional impairment achieved during chronic renal failure.
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INTRODUCTION

Maladies cardio-vasculaires et insuffisance rénale chronique

Contexte genéral

Les maladies cardio-vasculaires sont les premieres causes de mortalité dans le
monde, et on estime a 17,7 millions le nombre de décés leur étant imputables, soit
31% de la mortalité mondiale totale (1). En France, pour I'année 2015, la CNAM estime
a 4,5 millions le nombre de patients atteints d’'une maladie cardio-vasculaire
diagnostiquée et traitée, et plus de 90% d’entre eux sont concernés par une pathologie
chronique. Le colt de ces prises en charge était évalué a 1,6 milliards d’euros en 2016.
Il continue de s’accroitre avec une incidence en augmentation dans les populations
jusqu’a présent relativement épargnées (femmes et moins de 65 ans) et avec une
estimation du nombre de patients atteints a 5,1 millions en 2020. Au-dela du co0lt
important en termes de dépenses de santé publique, la gravité de la situation sanitaire
liée aux maladies cardio-vasculaires appelle a la mise en ceuvre d’actions
convergentes, notamment concernant la prévention, afin d’améliorer les chances de

survie et de ralentir I’évolution de ces pathologies (2).

Les maladies cardio-vasculaires représentent un ensemble de troubles affectant le
cceur et les vaisseaux sanguins. Elles regroupent les cardiopathies coronariennes

(infarctus), les maladies cérébro-vasculaires (accidents vasculaires cérébraux),



I’hypertension artérielle, les artériopathies périphériques, les thromboses veineuses
profondes, les embolies pulmonaires, les cardiopathies rhumatismales, les
malformations cardiaques congénitales et l'insuffisance cardiaque. Les principaux
facteurs de risque sont une mauvaise alimentation, un manque d’activité physique, le
tabagisme et 'usage nocif de I'alcool. Ces causes s’expriment a travers les facteurs
de risque intermédiaires que sont I'hypertension artérielle, les dyslipidémies,
I’hyperglycémie, le surpoids et I'obésité. Les principaux facteurs de risque modifiables,
associés aux facteurs de risque non modifiables tels que I'age, I'hérédité, peuvent
expliquer la survenue des maladies cardio-vasculaires. Il existe aussi un certain
nombre de déterminants sous-jacents des maladies cardio-vasculaires, provenant des

principales évolutions sociales, économiques et culturelle (3).

Les préventions primaire et secondaire de ce type de pathologies consistent en I'arrét
du tabac, une modification du comportement alimentaire (réduction des calories, des
lipides totaux et des lipides saturés, de sel, augmentation de I'apport en fruits, Iégumes
et céréales), la pratique réguliére d’'une activité physique (activité modérée d’au moins
30 minutes quotidienne), la diminution de la consommation d’alcool et une maitrise du
poids. Un recours aux thérapeutiques médicamenteuses peut étre envisagé en cas
d’hypertension artérielle, d’hypercholestérolémie = 8 mmol/L, d’hyperglycémie = 6
mmol/L a jeun malgré un contrdle de I'alimentation. Les thérapeutiques envisagées
peuvent étre la prise dun médicament anti-hypertenseur, d’hypolipémiants,

d’hypoglycémiants, ou d’anti-agrégants plaquettaires (4).



Maladies cardio-vasculaires et insuffisance rénale chronique

Les pathologies cardio-vasculaires représentent les principales causes de morbidité et
de mortalité chez le patient atteint de maladie rénale chronique, et représentent un
poids important en termes de dépenses de santé. Les données épidémiologiques
disponibles sont peu nombreuses concernant les patients atteints d’insuffisance rénale
chronique (IRC) au stade de la pré-dialyse. Il s’agit pourtant d’'une population non
seulement plus importante que celle des patients en dialyse, mais aussi qui s’accroit
régulierement. Selon le rapport américain sur la prévalence de I'lRC publié par le CDC
en 2007, la maladie rénale chronique concernerait au moins 17% de la population

américaine (5).

En France, on estime a environ 5,7 millions le nombre d’adultes souffrant de maladie
rénale pouvant évoluer en insuffisance rénale terminale, voire au décés (6). En 2018,
89692 personnes étaient traitées pour une insuffisance rénale chronique terminale et
8682 personnes sont décédées (taux de mortalité de 10%). Les données collectées
depuis 2012 par I'agence de la biomédecine (rapport REIN annuel) montrent une
augmentation du nombre de patients concernés d’environ 2% chaque année. Les
causes de déces sont principalement dues a des causes cardio-vasculaires (23%),

devant les causes infectieuses (13%) et cancéreuses (11%) (7).

L’insuffisance rénale chronique

La maladie rénale chronique est définie par une diminution du débit de filtration

glomérulaire inférieure a 60 ml/min/1.73m?2, ou par la présence d’'une atteinte rénale



cliniquement significative (albuminurie > 30 mg/24h, présence de sédiments urinaires,
anomalies électrolytiques dues a un désordre tubulaire, anomalies histologiques,
anomalies de structures détectées par imagerie, transplantation rénale). Ces

anomalies de structure ou de fonction étant présentes depuis plus de 3 mois (8).

L’insuffisance rénale chronique per se est considérée comme un facteur de risque
cardio-vasculaire, au méme titre que les facteurs de risque traditionnels identifiés dans
la population générale (tels que I'hypertension artérielle, les dyslipidémies, le
tabagisme, le diabete) (9). Prés d’'un quart des patients hospitalisés pour une
décompensation cardiaque présente une insuffisance rénale. En 2006, Smith et al.
(10) ont rapporté sur une cohorte de plus de 80 000 patients porteurs d’insuffisance
cardiaque et suivis en ambulatoire ou a I’hépital des proportions de 60 % de patients
ayant un débit de filtration glomérulaire (DFG) anormal inférieur a 90 ml/min et de 30
% de patients avec un DFG inférieur a 53 ml/min. La reconnaissance de l'insuffisance
rénale est donc essentielle chez ces patients et des mesures de prévention devront
étre mises en place pour prévenir I’évolution ou I'apparition des maladies cardio-

vasculaires.

Maladie rénale chronique et altérations cardiaques

Environ 50% des décés chez les patients présentant une insuffisance rénale chronique
sont dus a un événement cardiaque, tels que le syndrome coronarien aigu,
insuffisance cardiaque a fonction ventriculaire gauche préservée ou altérée, les
arythmies, et la mort subite (11). Les atteintes cardiaques ne sont pas seulement

observées chez les patients insuffisants rénaux au stade de la prise en charge en



épuration extra-rénale, mais également associées a des degrés variables
d’'insuffisance cardiaque chez des patients présentant une insuffisance rénale
débutante, comme souligné par I'étude ARIC (12). Dans le Kidney Early Evaluation
program (étude KEEP), 100 000 sujets avec une atteinte rénale associée a des
comorbidités incluant les insuffisances cardiaques ont été enrdlés. Les données de
cette étude montrent une augmentation de 15% du risque cardio-vasculaire a chaque
changement de stade d’insuffisance rénale chronique (13). Les liens sont étroits entre
physiopathologies rénale et cardiaque, et impliquent des facteurs de risque cardio-
vasculaires traditionnels, mais également des facteurs de risque non traditionnels liés
a l'insuffisance rénale chronique identifiés par I'étude Framingham (14). Parmi ces
facteurs spécifiques, on retrouve les facteurs directement liés a I'urémie tels que la
surcharge hydrosodée, I'anémie et I'hyperparathyroidie. La rétention hydrosodée
contribue a [I'hypertension artérielle, I'hypertrophie du ventricule gauche et
laugmentation de I'épaisseur de paroi artérielle, ces éléments concourants a
'augmentation du risque cardio-vasculaire. L’anémie est un facteur de risque
d’insuffisance cardiaque et de mortalité cardio-vasculaire chez le patient dialysé. Les
anomalies du métabolisme phospho-calcique jouent un rdle primordial dans
I'apparition des calcifications vasculaires et cardiaques et sont également associées a
une élévation du risque de mortalité cardiaque chez le patient dialysé (15). D’autres
facteurs n’étant pas directement associés a l'urémie sont également liés a
'augmentation du risque cardio-vasculaire, les plus influents étant I'inflammation et le
stress oxydant. L’hyperhomocystéinémie et I'élévation de la lipoprotéine (a) sont

également proposés comme facteurs de risque contribuant a l'atteinte cardiaque



chronique dans la maladie rénale évolutive (atteinte réno-cardiaque chronique) (16—

21).

Le syndrome cardio-rénal de type 4

La conférence de consensus Acute Dialysis Quality Initiative Group a proposé le terme
de syndrome cardio-rénal pour définir un chevauchement entre dysfonctions rénale et
cardiaque. La classification du syndrome cardio-rénal décrit essentiellement deux
principaux groupes, cardio-rénal ou réno-cardiaque, sur la base du « primum
movens » de la pathologie (cardiaque ou rénale). Ces groupes sont ensuite subdivisés
selon une atteinte aigué ou chronique (22). Les liens entre maladie rénale chronique
et atteinte cardiaque sont étroits. L’insuffisance rénale chronique peut intervenir de
maniére indirecte en exacerbant l'ischémie cardiaque et directe par surcharge
volémique et des pressions conduisant a une hypertrophie du ventricule gauche.
L’hypertrophie du ventricule gauche représente I’élément majeur impliqué dans le
syndrome cardio-rénal de type 4 (atteinte réno-cardiaque chronique). La prévalence
de I’hypertrophie du ventricule gauche est estimée entre 16 a 31% chez les individus
avec un DFG > 30 ml/min, qui augmente pour atteindre 60 a 75% avant dialyse, puis
90% apres initiation de la dialyse (23). Les facteurs physiopathologiques impliqués
dans I'hypertrophie du ventricule gauche de linsuffisance rénale chronique sont
représentés par une augmentation de la résistance artérielle systémique, une
élévation de la pression artérielle, et une réduction de la compliance des vaisseaux
larges signe d’une rigidification de la paroi vasculaire et de calcifications vasculaires,

typiques chez le patient insuffisant rénal chronique (24—26). Ces facteurs contribuent



a une adaptation compensatrice, caractérisé par un épaississement myocardique et
un remodelage concentrique du ventricule gauche avec activation du systeme rénine
- angiotensine - aldostérone (SRAA) (24,26,27). L’hypertrophie myocardique induit
activation de signaux cellulaires d’apoptose et active des voies métaboliques
capables d’augmenter la production de la matrice extracellulaire, conduisant a la
fibrose (25,26). La fibrose méne a un défaut de relaxation progressif avec élévation de
la rigidité de la paroi du myocarde, une dysfonction majoritairement diastolique, et une

insuffisance cardiaque congestive (28).

Figure 1 : mécanismes physiopathologiques du syndrome cardio-rénal de type 4 (29).
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La dysfonction cardiaque diastolique est définie comme une incapacité du ventricule
gauche a se relaxer, a se laisser distendre et a se remplir pendant la diastole. Cette
anomalie cardiaque fonctionnelle apparait dés les stades précoces de linsuffisance
rénale chronique, et émerge désormais comme un facteur indépendant prédictif de
mortalité et de survenue d’événements cardio-vasculaires chez le patient atteint de
maladie rénale chronique. Le diagnostic clinique de la dysfonction diastolique repose

en pratique sur des mesures effectuées par écho-doppler cardiaque.

Prise en charge du syndrome cardio-rénal de type 4

Actuellement, les données de la littérature ne permettent pas d’établir des
recommandations claires sur la prise en charge des patients présentant un syndrome
cardio-rénal de type 4. Des mesures cardioprotectrices peuvent étre envisagées mais
sont rarement prescrites. Le rapport de la conférence de consensus sur le syndrome
cardio-rénal menée par I'’équipe de Ronco et al. (30) préconise, au-dela des mesures
préventives liées a la modification des facteurs de risque cardio-vasculaires, qu’une
réduction de la progression de l'insuffisance rénale chronique peut limiter la survenue
du syndrome cardio-rénal de type 4. L’essentiel des mesures thérapeutiques reposent
sur la prévention de I’hypervolémie, l'autre point important étant la correction de

’'anémie ainsi que la limitation des calcifications vasculaires (30).

Conséquences

Parmi les facteurs de risque des maladies cardio-vasculaires tels que I'’hypertension

artérielle et le diabéte, l'insulino-résistance et I'obésité sont également connus pour



étre des déterminants majeurs du risque cardio-vasculaire dans l'insuffisance rénale
chronique (31). L’insulino-résistance associée a une insuffisance rénale chronique
contribue non seulement a la progression de I'atteinte rénale incluant la fibrose mais
aussi a une hypertrophie cardiaque et une augmentation du risque d’apparition d’un
évenement cardio-vasculaire dans cette situation (32). Par ailleurs, 'augmentation de
la prévalence de I'obésité pourrait favoriser la survenue d’événement cardio-vasculaire
chez les patients présentant un syndrome cardio-rénal de type 4. En effet, 'obésité en
exacerbant les atteintes cardiaques et en induisant une insulino-résistance semble
pouvoir aggraver l'atteinte cardiaque chez les patients présentant une insuffisance

rénale chronique (33).

Le syndrome cardio-rénal de type 4 résulte d’interactions complexes entre le coeur et
le rein. Les critéres diagnostiques sont limités et se concentrent sur un seul organe,
de méme que les mesures préventives et thérapeutiques. L’absence de marqueurs
spécifiques semble renforcer I'hypothése d’une approche multiplexée incluant
plusieurs parameétres biologiques. Certains biomarqueurs d’atteinte fonctionnelle
cardiaque peuvent étre de possibles candidats a I'évaluation diagnostique et
pronostique de l'atteinte réno-cardiaque chronique. Les peptides natriurétiques ont
montré un intérét pronostic chez les patients a différents stades de I'insuffisance rénale
chronique. Toutefois, les liens entre peptides natriurétiques, insuffisance cardiaque et
fonction rénale ne sont pas établis. Les marqueurs d’atteinte rénale lésionnelle,
comme KIM-1, NGAL ou la cystatine C urinaire semblent indiqués dans I'atteinte rénale
aigué et certaines études menées sur modele animal ou in-vitro rapportent une

expression de NGAL dans les cardiomyocytes (30,34).



Les atteintes cardiaques fonctionnelle et structurelle développées en réponse a la
maladie rénale chronique restent peu documentées. La fibrose et la dysfonction
diastolique pourraient étre observées a des stades précoces de I'atteinte rénale. Cette
derniére décennie, les études se sont multipliées afin d’identifier des marqueurs
d’intérét impliqués dans la pathogénese du remodelage et de la fibrose cardiaque. Ces
marqueurs émergents pourraient étre des candidats potentiels dans le diagnostic et/ou
la stratification du risque de I'atteinte cardiaque lors de la maladie rénale chronique, et
permettre d’adapter les thérapeutiques. Parmi ces candidats, le sST2 (récepteur
soluble de l'interleukine 33), et la galectine-3 sont des marqueurs cardiaques précoces
émergents connus pour leur intérét prédictif de la fibrose et du remodelage cardiaque
chez le patient a fonction rénale normale. D’autres marqueurs de fibrose, incluant
notamment les marqueurs du turnover collagénique, ont désormais leur place pour la
stratification des patients a risque ainsi que dans la réponse thérapeutique des patients
présentant une insuffisance cardiaque, avec une recommandation de grade llb (35—

38).

Le remodelage et la synthése excessive de la matrice extracellulaire sont
essentiellement causés par des fibroblastes activés, appelés myofibroblastes (39).
Ces fibroblastes spécialisés sont des cellules mésenchymateuses au phénotype
hybride, entre fibroblaste et cellule musculaire lisse et présentent des caractéristiques
phénotypiques particuliéres. D’autre part, ces cellules présentent des myofilaments
périphériques de type a-SMA (smooth muscle actin) leur conférant des propriétés
contractiles (40,41), des jonctions de type super-adhésion leur permettant de
communiquer et de synchroniser leur contraction, et de former des liaisons avec la

matrice extracellulaire (MEC) de type « fibronexus ». Ces caractéristiques aboutissent
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a la création d’'un micro-organe contractile, qui en se contractant permet d’initier la

phase de remodelage tissulaire (42).

A ce niveau, plusieurs questions peuvent étre posées :

Pourrions-nous disposer d’un panel de marqueurs biologiques permettant d’identifier
de maniére précoce les patients insuffisants rénaux chroniques présentant une

dysfonction diastolique ?

Certains marqueurs biologiques permettraient-ils de prédire la survenue d’événements

cardiaques majeurs ou de déces dans la population d’insuffisants rénaux chroniques ?

Est-ce que les modifications cardiaques consécutives a une insuffisance rénale
chronique sont majorées chez un sujet présentant une autre pathologie chronique

préexistante ?

Quels processus sont mis en jeu dans la fibrose cardiaque observée chez I'insuffisant

rénal chronique ?

La chronologie d’installation de I'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée

peut-elle s’établir chez I'insuffisant rénal chronique ?

In fine, I'objectif de ce travail est une meilleure compréhension des altérations
cardiaques observées dans les pathologies chroniques tels que [I'IRC. La
détermination des mécanismes impliqués dans le développement, le maintien ou
I’exacerbation de la fibrose tissulaire permettra d’identifier des cibles thérapeutiques

potentielles pour enrayer ou faire régresser ce phénomeéne délétéere. Des agents
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ciblant particulierement les processus a 'origine de la fibrose cardiaque pourraient étre
d’un grand intérét dans cette pathologie. A plus long terme, l'administration
d’inhibiteurs des voies de la transition mésenchymateuse (inhibiteur de Gal3,
microARN inhibant TGF-B, TGFBR) ou d’agents permettant la dégradation du
collagéne (inhibiteurs de TIMP-1) pourra étre réalisée. Des manceuvres non-
pharmacologiques comme la réhabilitation musculaire sont une alternative a proposer
en expérimental et en clinique. Actuellement nous savons qu’une réhabilitation
musculaire personnalisée permet une amélioration des paramétres musculaires des
patients obeses. En supposant qu’il existe effectivement une aggravation de I'atteinte
cardiaque par l'insuffisance rénale chronique chez les sujets présentant un profil
métabolique altéré, une réhabilitation musculaire pourrait permettre également une

amélioration de la dysfonction cardiaque chez ces patients.

Hypotheése

Notre hypothése de travail est qu’au stade de I'insuffisance rénale chronique n’ayant
pas recours a la dialyse, il est possible d’observer des modifications cardiaques
précoces permettant d’identifier une dysfonction diastolique. Les marqueurs sanguins
ou tissulaires mis en évidence pourraient permettre d’adopter des mesures
préventives ou curatives chez ces patients a haut risque d’événements cardiaques

majeurs.
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Objectif

Nous aurons donc un objectif principal : Identifier et évaluer I'intérét des marqueurs

d’altération cardiaque chez I'insuffisant rénal chronique au stade de la pré-dialyse.

Nos travaux, menés chez ’'homme ou chez I'animal, viennent illustrer plusieurs

éléments liés a notre objectif :

Evaluer si I'atteinte cardiaque est déja présente et associée a des anomalies
structurelle ou fonctionnelle cardiaques chez les sujets asymptomatiques
présentant une insuffisance rénale chronique au stade de la pré-dialyse.
Identifier des marqueurs biologiques de fibrose et d’inflammation cardiaque
pouvant apporter une information complémentaire dans lidentification de
patients atteints d’insuffisance rénale chronique et a haut risque d’évenements
cardiaques majeurs ou de déces.

Evaluer si les modifications tissulaires et cellulaires du muscle cardiaque
consécutives au développement d’une pathologie chronique sont majorées
chez les rats présentant une insuffisance rénale chronique subséquente. Plus
particulierement, les processus d’inflammation et de transitions endothélio-
mésenchymateuses conduisant a la formation de la fibrose cardiaque seront
étudiés.

Etablir la chronologie de l'installation des altérations cardiaques au cours de

l'insuffisance rénale chronique chez le rat.

Avant de présenter les travaux constituant cette these, nous allons faire un rappel de

’état des connaissances sur les marqueurs biologiques actuellement utilisés pour
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évaluer la dysfonction ventriculaire gauche, ainsi que sur les myofibroblastes a I'origine

de la fibrose cardiaque.
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Etat de I’art

Les marqueurs biologiques de fibrose cardiaque

La forme soluble de ST2 (sST2)

ST2 appartient a la famille des récepteurs de l'interleukine de type-1 (IL-1), et existe
sous forme de ligand membranaire ou soluble. Par sa liaison a l'interleukine-33 (IL-
33), ST2 ligand (ST2L) est a l'origine d’effets anti-hypertrophique, anti-fibrotique et
anti-apoptotique. Alors que ST2L est principalement exprimée au niveau des cellules
hématopoiétiques, sST2 est largement inductible et son expression semble
initialement limitée a la matrice extracellulaire des tissus tégumentaires (incluant les
fibroblastes), rétiniens, mammaires et ostéogéniques dans les modeles animaux. Ces
résultats suggerent que sST2 pourrait jouer un réle dans le remodelage ventriculaire.
Les preuves que sST2 est un biomarqueur cardiaque suggérent que le systeme IL-
33/ST2 pourrait étre un médiateur physiopathologique potentiel de cette fibrose. La
forme ST2 soluble (sST2) joue le réle de récepteur leurre, séquestrant IL-33 et inhibant
sa fixation a ST2L, ce qui neutralise les effets bénéfiques de la voie de signalisation

ST2L/IL-33 (43).
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Figure 2 : voie de signalisation ST2/IL-33 (44).
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Des études expérimentales montrent que I'administration de protéine sST2 purifiée
provoque des effets antagonistes sur la voie de signalisation IL-33/ST2L, a l'origine
d’'un phénotype cardiaque délétere marqué par une hypertrophie myocardique, une
dilatation du ventricule gauche et une diminution de la contractilité du myocarde. Les
taux de ST2 circulants sont plus élevés lors d’états inflammatoires, infectieux, de
cancers ou d’atteinte cardiaque (45-50). Quelques études ont étudié sST2 dans
linsuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée (IC-FEP) (51-53), les seules
études ayant utilisé le kit sST2 Presage® approuvé par la Food and Drug
Administration et ayant obtenu le marquage CE étant les études PARAMOUNT et
RELAX décrivant des taux de sST2 élevés (respectivement 33 ng/ml et 34 ng/ml) dans

'IC-FEP (54,55). Les concentrations plasmatiques de sST2 sont prédictives de la
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mortalité sur le suivi a long-terme lors d’épisodes d’insuffisance cardiaque aigué
(51,56-60). De plus, des concentrations élevées de sST2 associées au NT-proBNP
ainsi qu’aux facteurs de risque identifiés améliorent les performances du pronostic, et
ce indépendamment de la fraction d’éjection et de la fonction rénale dans l'insuffisance
cardiaque (61). Dans ce contexte, le dosage de sST2 permet d’identifier des patients
avec un remodelage du ventricule gauche et un profil hémodynamique décompensé

(60).

La galectine-3

La galectine-3 (Gal-3) est un galactoside qui se lie aux protéines de la matrice
extracellulaire, comme la laminine, la synexine, et les intégrines. Une récente étude
montre que des taux élevés de Gal-3 sont observés dans un modeéle de rat hypertensif.
Cette méme étude montre une surexpression de galectine-3 dans les biopsies
myocardiques de patients atteints d’insuffisance cardiaque chronique, tout comme des
concentrations de galectine-3 élevées sont associées a un risque cardio-vasculaire
important (62). La valeur pronostique de la Gal-3 a été testée chez des patients
hospitalisés pour dyspnée aigué. Dans cette étude, la concentration de Gal-3 est plus
élevée dans le plasma de patients avec insuffisance cardiaque aigué et est un meilleur
facteur prédictif du risque de mortalité (60 jours) que le NT-proBNP. Les analyses
multivariées confirment que la valeur pronostique de la Gal-3 est supérieure au NT-
proBNP (63). Dans une seconde étude menée chez des patients présentant une
décompensation cardiaque, les taux élevés de Gal-3 sont un meilleur marqueur

prédictif de la mortalité (4 ans) que les données observées a I’écho-doppler cardiaque
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(64). En revanche, les concentrations de Gal-3 ne semblent pas varier en fonction du
traitement, contrairement a d’autres marqueurs, comme les peptides natriurétiques
(65). La concentration de Gal-3 est inversement corrélée a la fonction rénale et
associée a la mortalité cardio-vasculaire chez les patients présentant une insuffisance
rénale chronique (66). L’élimination rénale de la Gal-3 rend son dosage difficilement
exploitable pour évaluer le degré de fibrose cardiaque chez linsuffisant rénal

chronique.

Les marqueurs du turnover collagénique

Les myocytes et fibroblastes cardiaques sont maintenus par la matrice extra cellulaire.
Cette derniére correspond a un réseau de fibres protéiques, principalement d’origine
collagénique. Chez I'adulte sain, le collagéne représente environ 2 a 4% du myocarde
(67). Ce réseau est actif, et son turnover s’évalue entre 80 et 120 jours (68). Dans le
myocarde, on retrouve principalement les fibres de type 1 et 3, non spécifiques de
'organe. Les fibres de type 1 représentent environ 85% du collagéne cardiaque, et
conferent un rdle de résistance et de rigidité a I'organe. Les fibres de type 3 (15%),
sont légerement plus spécifiques et possedent des propriétés élastiques dans le
myocarde (67). Les précurseurs des fibres de collagéne sont synthétisés par les
fibroblastes sous forme de molécules de procollagéne de type | et lll. Ces précurseurs
sont ensuite clivés par deux enzymes, la procollagene N-terminal protéinase et la
procollagene C-terminal protéinase (PNPase et PCPase), en quantité équimolaire,
avec formation du collagéne mature, qui sera par la suite réticulé par une lysine

oxydase (LOX) pour former les fibres de collagéne. Les produits issus du clivage du
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procollagene de type |, c’est a dire le propeptide N-terminal du procollagene de type |
(PINP) et le propeptide C-terminal du procollagene de type | (PICP) circulent dans le
sang et permettent I'estimation de la synthése des fibres de collagéne. Il en est de
méme pour la synthése de collagéne de type lll, avec libération sanguine de
propeptide N-terminal du procollagéne de type Il (PIIINP) et de propeptide C-terminal
de procollagene de type Il (PIIICP), mais il est a souligner qu’a ce jour, il N’y a aucune
preuve directe d’un PIIICP circulant. Ces produits de clivage seront par la suite
éliminés par la voie hépatique. Concernant la dégradation des fibres de collagenes,
celles-ci seront clivées par des métalloprotéinases. MMP-1 est la premiére
métalloprotéinase intervenant dans ce processus de dégradation, en étant
responsable du clivage de la partie C-terminale du collagéne dont le fragment
télopeptide C-terminal de type | (CITP) est libéré en quantité équimolaire dans la
circulation. Puis, les fragments restants de collagénes seront dégradés en matrikines
par différentes MMPs, majoritairement MMP-2 et MMP-9. L’activité des MMPs est
inhibée par les « tissue inhibitors of metalloproteinases » (TIMPs). Il existe donc un
équilibre entre les MMPs et les TIMPs permettant ainsi de conserver I'architecture de

la matrice extracellulaire (Figure 3).
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Figure 3 : Synthése, dégradation et régulation du collagéne (adapté de Heyman S et

al. (69)).
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A notre connaissance, seuls les marqueurs PICP et PIIINP, témoins directs et
respectifs de la synthese de collagene de type | et de type lll, sont directement corrélés
a la fibrose cardiaque, quantifiée par la fraction du volume collagénique (CVF) (70—

73).

Chez les sujets hypertendus avec insuffisance cardiaque, la quantité de PICP est
corrélée au C,VF (71). Lors de I'administration d’'un diurétique de I'anse chez ces
patients, la quantité de PICP diminue parallelement au C,VF (74). Des taux élevés de
PICP sont observés chez les patients hypertendus ou atteints d’insuffisance cardiaque
d’origine hypertensive (71,72), et également chez les patients atteints d’insuffisance

cardiaque a fraction d’éjection préservée (75). De plus, on observe des taux supérieurs
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de PICP dans le sang issu du sinus coronaire comparé au sang périphérique de
patients atteints d’IC d’origine hypertensive, confirmant I'origine cardiaque de la fibrose
(71). Concernant le pronostic, des taux élevés de PICP sont prédictifs de la survenue
d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée dans I'hypertension (76).
Concernant le PINP, il n’existe aucune étude de corrélation directe de ce marqueur au
CVF. On n’observe pas d’élévation de PINP chez les sujets présentant une
insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée ou une hypertrophie
myocardique (75,77-79), et des taux élevés de PINP ne sont pas associés a une
augmentation de la mortalité (80). Ces résultats discordants sont dus au fait que le
dosage de PINP peut étre mis en défaut par un retard de clivage de la partie N-
terminale comparé a PICP, ou par un défaut de clivage conduisant a une sous-
estimation de la quantité de collagéne de type |. De plus, des réactions croisées
peuvent s’observer suite a la dégradation des formes non clivées en monomeéres. Ce

n’est donc pas un marqueur de choix pour évaluer la synthése de collagéne de type |.

Chez les sujets insuffisants cardiaques avec cardiomyopathie dilatée idiopathique, la
concentration de PIIINP est directement corrélée au C,VF (r=0,78 ; p=0,001) (73). A
inverse, I'administration d’un diurétique chez ces patients s’accompagne d’une
diminution de PIIINP parallelement au CVF (81). Des taux élevés de PIIINP sont
observés chez des patients atteints d’hypertrophie myocardique (78) et d’insuffisance
cardiaque a fraction d’éjection préservée (75,77,82). Concernant le pronostic, des taux
élevés de PIIINP (> 7 pg/L) sont associés a une mortalité plus importante des patients
atteints d’IC (73,80). En revanche, I'’étude I-preserved ne montre pas de mortalité plus
importante associée a des taux élevés de PIIINP chez 'insuffisant cardiaque a fraction

d’éjection préservée (80).
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CITP est le produit direct issu de la dégradation du collagéne de type 1 et semble étre
corrélé au C1VF dans la cardiomyopathie dilatée idiopathique ou d’origine ischémique
(r=0,60 ; p=0,05) (73). Des taux élevés de CITP ont été décrits dans I'’hypertrophie
cardiaque et l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée (75,77,78,82).
Concernant le suivi de patients atteints de cardiomyopathie dilatée idiopathique ou
d’origine ischémique, des taux supérieurs a 7,6 pg/L sont associés a une mortalité plus
élevée (73). Une réduction de la fibrose par spironolactone chez les patients
présentant une fibrose sévére est accompagnée d’une élévation de CITP (81) et est
corrélée a I’hypertrophie du ventricule gauche et a l'insuffisance cardiaque a fraction
d’éjection préservée (75,82). Des index du turnover collagénique incluant un produit
issu du clivage de la synthése de collagéne et un produit issu de sa dégradation
comme témoins du remaniement de la matrice extracellulaire au cours de la fibrose
ont été étudiés. Le ratio PICP:CITP est corrélé au CVF (81), et est observé dans
I’hypertrophie cardiaque (83). Ce ratio diminue parallelement au CVF apres
I'administration d’antagonistes de récepteur de I'angiotensine 1l (84). Plus récemment,
plusieurs équipes se sont intéressées aux enzymes de dégradation du collagéne.
MMP-1 est la métalloprotéinase pour laquelle le plus d’études sont référencées, du fait
de son initiation de la dégradation des fibres de collagéne. En revanche, les taux de
MMP-1 ne sont pas corrélés au CVF (67). On observe des taux de MMP-1 plus élevés
dans I'lC d’origine hypertensive et en particulier dans l'insuffisance cardiaque a fraction
d’éjection réduite, avec des taux supérieurs dans les prélevements issus du sinus
coronaire comparé aux prélévements veineux témoignant de l'origine cardiaque de la
fibrose (85). Ces résultats restent controversés, car les taux de MMP-1 ne sont pas

plus élevés dans I’hypertrophie myocardique et l'insuffisance cardiaque a fraction
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d’éjection préservée dans d’autres études (76-78,83). Des taux diminués sont
observés chez les patients avec hypertrophie myocardique (86). Dans ces différentes
études, nous pouvons constater que la méthode de dosage difféere. L’utilisation d’un
test ELISA mesurant la fraction totale ou libre pourrait expliquer en partie ces résultats
discordants. Concernant les autres enzymes intervenant dans la dégradation du
collagéene, des taux élevés de MMP-2 et de MMP-9 sont observés dans I’hypertrophie
myocardique (78) et dans linsuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée

(76,77,82).

Concernant I'étude des inhibiteurs de métalloprotéinases, TIMP-1 ne semble pas
corrélé au CVF (87). Des taux élevés sont observés dans I’hypertrophie myocardique,
I’hypertension avec dysfonction diastolique, l'insuffisance cardiaque avec origine
hypertensive et l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée (77,78,86,88).
En revanche, on n’observe pas de taux de TIMP-1 plus élevés dans une population de
patients avec hypertrophie cardiaque ou présentant une insuffisance cardiaque a
fraction d’éjection préservée (76,82,83). A ce jour, nous ne pouvons pas dégager de
consensus quant a I'intérét de ce marqueur dans I’évaluation de la fibrose. Concernant
TIMP-2 et TIMP-4, des taux élevés sont observés dans l'insuffisance cardiaque a
fraction d’éjection préservée (77). TIMP-2 pourrait étre impliqué dans le processus
d’hypertrophie cardiaque impactant la relaxation, et TIMP-3 pourrait étre impliqué plus

directement dans la fibrose qui impacte la compliance cardiaque (89).

D’autres index de dégradation ont été développés, avec I'étude d’'une enzyme de
dégradation du collagéne et son inhibiteur. On observe un ratio MMP-1:TIMP-1 plus

élevé dans l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite, et non pas dans
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linsuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée. L’élévation du ratio est
directement corrélé a la fraction d’éjection (r = 0,51, p < 0,001) et donc dans la

dysfonction systolique (67).

A ce jour, une étude montre que le ratio CITP:MMP-1 est le reflet du niveau de
réticulation du collagene de type | de patients présentant une insuffisance cardiaque
d’origine hypertensive, et prédit leur risque d’hospitalisation (90). Les marqueurs
biologiques collagéniques associés aux atteintes cardiaques répertoriées sont

référencés dans les tableaux suivants.
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Tableau 1 : synthese des marqueurs associés au diagnostic d’altération cardiaques.

Peptides collagéniques Conditions étudiées Effet Références
PICP IC-FEP ) (75)
IC d’origine hypertensive T (71)
CMH 1 (71) (86) (83)
PIIINP ICFEP 1 (75) (77) (82)
CMH 1 (78)
CITP ICFEP 1 (75) (77) (78)
CMH 1 (78)
PICP/CITP CMH ) (83)
MMP-1 IC hypertensive 1 (87)
(IC-FER > IC-FEP)
IC-FEP NS (75) (77)
TIMP-1 IC-FEP 1 (77) (88)
HTA avec dysfonction diastolique 1 (91)
IC d’origine hypertensive 1 (87)
IC-FER < IC-FEP
CMH 1 (86) (88)
IC-FEP NS (75) (82)
CMH NS (83)

HCM : cardiomyopathie hypertrophique, HTA :

insuffisance cardiaque,

hypertension  artérielle, IC :

IC-FEP : insuffisance cardiaque a fraction d’éjection

préservée, NS : non significatif.
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Tableau 2 : Caractéristiques des études référencées citées dans le tableau 1.

(réf) | Référence End point N, patients | N, contréles
(75) | Martos R, Circ, 2007 Taux biomarqueurs 32 54
Dysfonction diastolique
(71) | Querejeta R, Circ, 2004 Taux biomarqueurs 31 34 CMH
12 sains
Dysfonction diastolique
(91) | Lindsay MM, Hypert, 2002 | Taux biomarqueurs 60 40 HTA
50 sains
Dysfonction diastolique
(86) | Fassbach M, Z Kard, Taux biomarqueurs 26 38
2005
Dysfonction diastolique
(83) | Ho CY, N Engl J, 2010 Taux biomarqueurs 38 30
IRM
(77) | Zile MR, Circ, 2011 Taux biomarqueurs 61 144 CMH
241 sains
(82) | Collier P, Eur J Heart Taux biomarqueurs 181 94 HTA
Fail,2011
(78) | Lombardi R, Circ, 2003 Taux biomarqueurs 36 14
Dysfonction diastolique
(87) | Lopez B, JACC, 2006 Taux biomarqueurs 23 16 IC-FER
20 sains
Histologie
Dysfonction diastolique
(88) | Ahmed S, Circ, 2006 Taux biomarqueurs 23 CMH 39 sains
Dysfonction diastolique | 26 IC-FEP | 14 HTA
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CMH : cardiomyopathie hypertrophique, HTA : hypertension artérielle, IC-FEP :

insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée.
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Tableau 3 : synthése des marqueurs biologiques répertoriés associés aux évenements

dans l'insuffisance cardiaque.

Peptides Pathologies| Evénements Nombre de |Références
collagéniques associés sujets
PINP (NS) Déceés cardio-

IC-FEP vasculaire et 334 (80)
PIINP (1) aggravation de I'lIC

Taux plasmatiques

PINP (NS) apres 6 mois
IC-FEP Ibp t 334 (80)
PIIINP (NS) esartan
(vs. placebo)
CITP/MMP-1  |IC d’origine o
Hospitalisation 203 (90)

(W) hypertensive

IC : insuffisance cardiaque, IC-FEP : insuffisance cardiaque a fraction d’éjection

préservée.

En résumé, PICP et PIIINP sont les biomarqueurs pour lesquels la preuve directe de
fibrose est établie. Les données issues la littérature suggérent qu’il existe une
désorganisation de [larchitecture de la matrice collagénique dans linsuffisance
cardiaque du fait de niveaux de réticulations du collagene élevé, s’accompagnant d’un
exces de synthese principalement de collagéne de type |, et dans une moindre mesure

du collagéne de type lll, au détriment de leur dégradation.

Ces observations semblent étre confirmées par I'élévation de la plupart des enzymes
de dégradation du collagéne, les MMPs, chez les patients présentant une hypertrophie
du ventricule gauche et une insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée

(75,77,82,88).
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Les marqueurs biologiques d’inflammation cardiaque

TGFB 1

La famille cytokinique des TGF-f est ubiquitaire, multifonctionnelle et nécessaire a la
survie. Elle joue un réle important dans le développement, I'inflammation et I'immunité
(92). TGF-B1 est l'isoforme majoritairement rencontré dans le tissu cardiaque (93) et
localisé au sein des cardiomyocytes ou lié a la matrice extracellulaire (94).
Parallelement a une expression médiée par les cardiomyocytes, son expression par
les myofibroblastes, les cellules musculaires lisses d’origine vasculaire, les cellules
endothéliales et les macrophages sont également mises en évidence (95). TGF-B1 est
présente de maniere latente et incapable de se lier a son récepteur chez un individu
sain. En réponse a une agression cardiaque, les concentrations extracellulaires de
TGF-B1 sont régulées par sa conversion de la phase latente a la phase active.
L’activation de TGF-B1 en faible quantité est suffisante pour induire un maximum de
réponse cellulaire (96). De nombreux médiateurs sont décrits comme des activateurs
de TGF-B et interviennent a différents stades du processus d’activation. Les protéases
comme MMP-2 et MMP-9 sont capables d’activer TGF-1, ces MMPs intervenant dans
la dégradation de la matrice collagénique tout en activant des molécules préservant
I'intégrité et la stabilité de la matrice (96—98).

TGF-B1 se lie au récepteur de type 2 (TBRII) présent a la surface de différents types
cellulaires. Le complexe formé transphosphoryle le récepteur de type | (TPRI) aussi
connu sous le nom d’ALK5 (99). L’activation de TBRI génére les cascades de
signalisation dépendante (voie canonique) et indépendante (voie non canonique) de

Smad2/3 (100). Les cellules endothéliales expriment un autre type de TBRI nhommé
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ALK1 dont l'activation génere les voies de signalisation intracellulaires dépendantes
des Smad1, 5 et 8 ainsi que les récepteurs des bone morphogenic proteins (BMPs)
(101). Ces différents récepteurs se complexent au Smad 4 et sont responsables de
divers effets d’activation ou de répression de transcription dépendant de parametres
coactivateurs ou corépresseurs du complexe transcriptionnel (102). Smad6 et 7
possedent une activité inhibitrice en interférant avec I'activation des Smad-R (Smad 1,
2, 3, 5) et sont dépendantes d’'un mécanisme de rétrocontréle négatif par ces derniers.
TGF-B1 est également a l'origine d’autres voies indépendantes des Smads. Ces

signaux incluent JNK, ErkMAPK, p38MAPK et les GTPases (103).
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Figure 4 : Voie de signalisation TGF-B Smad et non Smad (104).
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La nature pléiotropique des TGF- leur confére un réle d’homéostasie mais également
de régulation cellulaire lors de processus Iésionnels, de réparation et de remodelage.
Les effets de TGF- peuvent stimuler ou inhiber les leucocytes et dépendent du milieu
cytokinique et de leur état de différenciation (105). L’action de TGF-B sur les
fibroblastes cardiaques est également observée au cours de la phase réparatrice
consécutive a linfarctus du myocarde (106). Son action favorise I'activation des

fibroblastes cardiaques et stimule I'expansion de la matrice extracellulaire (107). De
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plus, TGF-B préserve l'intégrité de la matrice extracellulaire par la suppression de

I'activité des MMPs et par 'augmentation de synthése des TIMPs et du plasminogéne

activator inhibitor 1 (108).

De faibles concentrations (de I'ordre des picomoles) suffisent a attirer les monocytes

et a les activer, a stimuler la syntheése de cytokines, chémokines et facteurs de

croissance (109). Contrairement aux effets activateurs de TGF-f sur les monocytes

sanguins, nous observons des effets inhibiteurs sur les macrophages tissulaires en

réduisant de maniere significative la synthese de cytokines et chémokines (110).

Figure 5 : Actions cellulaires des TGF- observées au cours de l'infarctus du myocarde

(111).
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Les études menées sur modeles animaux montrent une activation précoce de TGF-1

et TGF-B2 alors que TGF-B3 montre une induction retardée et prolongée (112). Dans

un modele animal de surcharge de pression, les niveaux de TGF-1 augmentent avec
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I’hypertrophie cardiaque (113). L’angiotensine Il joue un rdle dans I'hyper régulation
de TGF-B dans l'infarctus du myocarde et le remodelage cardiaque (114). Les niveaux
de phosphorylation Smad 2/3 élevés dans les modéles de surcharge de pression
myocardique suggerent que I'élévation de TGF-B dans le remodelage cardiaque sont
associés a lactivation de la voie de signalisation TGF-p (115,116). Les effets
fonctionnels de la voie de signalisation TGF-f§ sur modele de surcharge de pression
myocardique sont dépendants de la concentration de TGF-3 activé. Des taux élevés
de TGF-B sont délétéres, en exacerbant les dépdts de collagene, en augmentant la
rigidité myocardique et la dysfonction diastolique. Toutefois, des niveaux basals de
TGF-B sont nécessaires afin de maintenir la structure cardiaque et pour protéger la
dégradation incontrélée de la matrice extracellulaire lors de surcharge de pression

conduisant a I’hypertrophie cardiaque (117).
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Figure 6 : Rble de TGF-B dans I'hypertrophie, la fibrose et le remodelage post-

infarctus du myocarde (117).
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Le growth differentiation factor 15 (GDF-15)

GDF-15 est une protéine appartenant a la famille des cytokines TGF-p. Chez un sujet
sain, I'expression de GDF-15 est faible et des concentrations élevées sont observées
lors de processus lésionnels, inflammatoires, ou des états de stress oxydants touchant
divers organes tels que le cceur, le foie, les poumons et le rein (118-120). Sa

production est issue de diverses origines, notamment des cardiomyocytes ainsi que
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des macrophages, des cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire, des
adipocytes et des cellules endothéliales (121-125). Une majorité de GDF-15 est donc
produite par des tissus d’origine non cardiaque, bien que l'origine de sa production ne
soit pas complétement élucidée chez les patients présentant une insuffisance
cardiaque (126). Des taux élevés de GDF-15 sont associé a I'’hypertrophie du
ventricule gauche chez les patients hypertendus. De plus, les concentrations de GDF-
15 sont positivement corrélées a I'lL-6 et MMP-9, suggérant un lien entre expression
de GDF-15, inflammation et fibrose (127). Les taux élevés de GDF-15 sont également
associés a une mortalité et a des événements cardio-vasculaires élevés (128) et des
études montrent une élévation de GDF-15 concomitante a la sévérité de I'insuffisance
cardiaque et des comorbidités associées (129—-131). A notre connaissance, la seule
étude s’intéressant au réle de GDF-15 chez les patients atteints d’insuffisance
cardiaque et d’insuffisance rénale chronique est I'étude menée par Benes J. et al.
(132). Dans cette étude, GDF-15 n’est pas corrélé a certains parametres d’évaluation
cardiaque, notamment au diametre du ventricule gauche ou a sa fraction d’éjection,
mais il est fortement corrélé au eDFG, a la différence du BNP. La corrélation de GDF-
15 a la régurgitation de la valve tricuspide, a la dysfonction du ventricule droit, et au
diametre de la veine cave inférieure semble plus lié a une atteinte congestive due a
l'insuffisance rénale chronique. En analyse multivariée, I'association de GDF-15 a des
évenements défavorables est supérieure chez les patients présentant une insuffisance
cardiaque accompagnée d’une insuffisance rénale chronique (132). En conclusion,
GDF-15 est fortement associé a des éveénements défavorables chez les patients

présentant une insuffisance cardiaque, et son taux élevé permet un reclassement des
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patients a risque présentant une insuffisance cardiaque ainsi qu’une insuffisance

rénale chronique, et de faibles taux de BNP.

L’état de I'art mené en premiére partie nous montre qu’un tres grand nombre de
composés pro-fibrotiques et pro-inflammatoires conduisant a I’expansion de la matrice
extra-collagénique sont décrits dans la littérature. Mais quels sont les effecteurs de la

fibrose cardiaque ?

D’ou provient la fibrose cardiaque ?

Les myofibroblastes a I'origine de la fibrose cardiaque

Le fonctionnement cardiaque d’un adulte sain se caractérise par un équilibre entre les
cardiomyocytes et les composants de la matrice extracellulaire. Les fibroblastes
cardiaques, intriqués dans I'endomysium et le périmysium, ont un réle de support des
structures et joueraient un réle important dans la régulation et la synthése et du
turnover des composants de la matrice extracellulaire afin de préserver lintégrité
structurale ventriculaire (133—135). La fibrose correspond a un dépét de composants
de la matrice extracellulaire, collagene et fibronectine. Les fibroblastes, aprés
transformation en myofibroblastes, sont les principaux effecteurs de la fibrose
myocardique qui survient en réponse a des altérations cardiaque de diverses origines
(ischémiques, diabétiques, génétiques, liées a I'dge avancé). La particularité du
myofibroblaste réside dans sa capacité a synthétiser et remodeler les composants de
la matrice extracellulaire, ces cellules apparaissant en abondance apres une lésion

cardiaque (41,136). Le maintien de la matrice extracellulaire dans la zone infarcie est
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essentiel afin de limiter la dilatation de la zone d'infarctus conduisant a une insuffisance
cardiaque, mais le dépbt de matrice extracellulaire sur des sites éloignés de la zone
d'infarctus peut entrainer une raideur cardiaque ainsi qu’un processus inévitable de
remodelage myocardique constituant la base du développement de l'insuffisance

cardiaque (137).

La premiere étude relatant I'existence de myofibroblastes fait état de fibroblastes
présentant des modifications ultrastructurelles particulieres se rapprochant de cellules
musculaires lisses, au sein d’un tissu lésé. Ces modifications se caractérisent par la
présence d’un systéme fibrillaire développé dans le cytoplasme et présentant des sites
d’attachement au muscle lisse, des déformations nucléaires caractérisées par des
noyaux irréguliers, des repliements profonds ou des entailles superficielles rappelant
la forme d’un accordéon, ou encore des différentiations en surface avec des sites
d’attachement périphériques en lien avec une couche extracellulaire de membrane

basale paralléle a la paroi cellulaire (138).

Bien que les caractéristiques phénotypiques des myofibroblastes, tels que leur
morphologie, leur propriété contractile, leur capacité a sécréter des quantités
abondantes de collagéne soient relativement compris, la principale difficulté réside
dans la mise en évidence de marqueurs moléculaires de ces cellules.
Morphologiquement, les myofibroblastes cardiaques ont des noyaux allongés et
dentelés, des zones étendues de réticulum endoplasmique rugueux et des structures
myofibrillaires non sarcomériques irrégulieres (139). lls se caractérisent par la
sécrétion abondante de composants de la matrice extracellulaire, tels que la

periostine, les collagenes | et lll, la fibronectine (140). Les myofibroblastes expriment

37



des protéines spécifiques du muscle lisse a des degrés variables, comme la
transgeline (SM22), la caldesmone ou l'alpha-actine spécifique du muscle lisse (a-
SMA). La transgeline est une protéine gélifiante formant des liens avec I'actine, issue
de la famille des calponines, et régulatrice des MMP-9 (141). Cette protéine pourrait
étre considérée comme un marqueur précoce et sensible de la différenciation des
muscles lisses (142). La caldesmone interagit avec la calmoduline et le calcium,
I’actine, la myosine et la tropomyosine en inhibant I'activité ATPase de la myosine dans
le muscle lisse et intervient dans l'inhibition du calcium dépendant du muscle lisse et
la contraction non musculaire. Cette protéine est également un marqueur de
différenciation des muscles lisses et serait plus spécifique que la desmine et 'a-SMA
(143,144). L'a-SMA est une protéine isoforme de l'actine, spécifique des cellules
musculaires lisses d’origine vasculaire. Une élévation de I'expression d’a-SMA permet
d’initier une activité contractile du fibroblaste, mais ces derniers étant trés
hétérogenes, le degré d’expression de I'a-SMA varie en fonction de l'origine des

organes de différenciation (145—148).

Le type de myosine exprimé par les fibroblastes n’est pas encore bien établi, des
myosines issues du muscle lisse et du muscle squelettique ayant été mises en
évidence respectivement au sein des myofibroblastes d’origine stromale (cellules

souches mésenchymateuses) et interstitielle (149-152).

La transformation des fibroblastes en myofibroblastes intervient en plusieurs étapes.
Tout d’abord, un premier stade appelé proto-myofibroblaste se caractérise par la
formation (au cours des premiéeres 24 heures) de fibres d’actine cytoplasmique et de

complexes d’adhésion permettant a la cellule de migrer au niveau de la zone tissulaire
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lésée (42). La migration des myofibroblastes en bordure de la zone infarcie peut-étre
médiée par des facteurs de croissance tels que le TGF-f et les fibroblasts growth
factors (FGFs) et par des cytokines proinflammatoires telles que IL-1p3, TNF-a et la
cardiotrophine 1 (153—-156). Les proto-myofibroblastes sécrétent des quantités
abondantes de collagenes et fibronectine au sein du tissu Iésé. Secondairement, ces
cellules évoluent en myofibroblastes matures sous l'action de niveaux élevés de
cytokines et du stress mécanique, lui conférant des propriétés contractiles nouvelles
(140). Ces nouvelles fonctions contractiles sont augmentées dans les myofibroblastes
matures par le développement des « super-jonctions » d’adhésion constituées d’a-

SMA et de cadhérine 2 et 11, I'isoforme 11 de la cadhérine étant prédominant (157).

Les myofibroblastes cardiaques pourraient persister des années en réponse a une
lésion aigué, contrairement aux myofibroblastes d’origine hépatique, la moitié évitant
le déceés cellulaire et retournant a un état de dédifférenciation en cellules stellaires
hépatiques (anciennement cellules de lto), ces cellules étant la premiére source de
myofibroblastes hépatiques (158). La persistance des myofibroblastes d’origine
cardiaque pourrait s’expliquer par des tensions pariétales anormalement élevées et la
dérégulation neuroendocrine, ces phénomenes étant a I'origine d’un environnement
propice a linstallation d’'une dysfonction segmentaire puis a la fibrose cardiaque
chronique par l'activation des fibroblastes interstitiels (41,159,160). L’activation du
systéme rénine-angiotensine dans le tissu infarci stimule la conversion et la
prolifération des myofibroblastes, et la synthese abondante de protéines issues de la
matrice extracellulaire par stimulation de TGF-$ (161,162). Plusieurs modeles animaux
suggerent une contribution de Il'aldostérone a la fibrose myocardique (163). Une

inhibition des récepteurs minéralocorticoides atténue la fibrose cardiaque dans
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certains modeles animaux d’infarctus du myocarde et la diminution des marqueurs de
synthése collagénique chez les patients présentant un infarctus du myocarde
(164,165). La signalisation médiée par I'aldostérone pourrait moduler le phénotype
cellulaire impliqué dans la réparation cardiaque, orientant les macrophages vers un
phénotype fibrogénique, jouant un réle dans I'activation des lymphocytes T, I'induction
de signaux fibrogéniques dérivés des cardiomyocytes et en stimulant directement la

prolifération de fibroblastes et la synthése de collagene (166—170).

Quelles sont les cellules a [lorigine de Ila (transdifférenciation des

myofibroblastes ?

Durant le développement embryonnaire, les fibroblastes dérivent d’un tissu
mésenchymateux local par un processus de transition endothélio- ou épithélio-
mésenchymateuse, ou par une transdifférenciation des cellules souches
hématopoiétiques (171-175). Les myofibroblastes étant des cellules de soutien
relativement hétérogenes dans leur signature génétique, il est difficile d’établir avec
certitude leur origine lors d’atteinte lésionnelle cardiaque. Lors de I'embryogénése
cardiaque, les fibroblastes cardiaques dérivent du proépicarde entourant le coeur.
Plusieurs études ont mis en évidence que les cellules épicardiques embryonnaires
sont a l'origine des fibroblastes cardiaques matures. Une autre étude menée chez des
souris ne possédant pas le facteur de transcription TCF21 impliqué dans I'adhésion
de I'épicarde a la surface du myocarde et dans son expansion ne développent pas de
fibroblastes cardiaques (176). L’origine des myofibroblastes semble provenir d’'une

majorité de fibroblastes résidents se transdifférenciant localement (177,178). Des
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sources alternatives de myofibroblastes peuvent également étre évoquées,
principalement les péricytes vasculaires ou les cellules musculaires lisses, les cellules

souches hématopoiétiques et les fibrocytes (178—180).

La «famille » des fibroblastes présentant un phénotype hétérogene de par leur
localisation et leur origine, il est difficile d’identifier des marqueurs mésenchymateux
suffisamment sensibles et spécifiques relatifs a la population de fibroblastes activés.

Tout d’abord, la vimentine permet d’identifier la population fibroblastique. En revanche
sa spécificité reste médiocre car ce marqueur est également associé aux cellules
endothéliales et aux cellules musculaires lisses (181,182). L'a-SMA est un marqueur
exprimé par les fibroblastes activés et n’est pas spécifique des fibroblastes quiescents.
En revanche, il est aussi exprimé par les vaisseaux (41,106,183,184). Le collagéne
1a1 est exprimé par les fibroblastes mais non spécifique de cette population. Il est
également exprimé, dans une moindre mesure, par les cellules endothéliales, les
cellules musculaires lisses, les péricytes (185,186). La périostine n’est pas exprimée
dans les fibroblastes cardiaques adultes, mais est fortement exprimé par les
fibroblastes cardiaques activés en cas de Iésion. Ce marqueur est également exprimé
par une faible proportion de la population de cellules musculaires lisses (187-189). La
fibronectine ED-A est fortement exprimée par les fibroblastes activés, mais elle est
également exprimée par les macrophages et les cellules endothéliales (190-192). Le
platelet derived growth factor o (PDGFR-a) est fortement exprimée par les fibroblastes
cardiaques, mais est également exprimée par les cellules musculaires lisses en cas
de stress (184,193). Le discoidin domain receptor 2 (DDR-2) est fortement exprimé
dans les fibroblastes cardiaques, et montre des colocalisations avec la vimentine et le

coltal. Ce marqueur est également exprimée dans des sous-populations de
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myofibroblastes (190,194) mais aussi par les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses (195,196). Thy1 (CD90) est exprimé par une sous-population de
fibroblastes dans le tissu cardiaque normal et en cas de remodelage (197,198), mais
il est également exprimé par les cellules immunitaires les cellules endothéliales
lymphatiques et les péricytes (199). Le stem cell antigen 1 (Sca1) permet I'identification
d’'une sous-population de fibroblastes dans le coeur de souris PGDFRa+ Col1a1+
(200), mais son manque de spécificité n’en fait pas un bon candidat dans l'identification
des fibroblastes cardiaques du fait de sa colocalisation mise en évidence avec les
marqueurs des péricytes et des cellules endothéliales. Le transcription factor 21
(Tcf21) est exprimé dans la plupart des fibroblastes cardiaques mais n’est pas exprimé
dans les myofibroblastes exprimant a-SMA (176). Ce marqueur est relativement
spécifique des fibroblastes cardiaques, et n’est pas exprimé par les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses et les cellules immunitaires (201). Le
fibroblast-specific protein 1 (FSP1) n’est pas exprimé dans les fibroblastes
myocardiques, son expression est associée a la présence de myofibroblastes. Cette
protéine manque de spécificité car on retrouve une population FSP+/a-SMA-
correspondant a des cellules endothéliales, des macrophages et des cellules
musculaires lisses (202,203). Le fibroblast activator protein (FAP) n’est pas exprimé
dans les fibroblastes cardiaques (204) mais est exprimé par la plupart des fibroblastes
de patients ayant présenté une insuffisance cardiaque aigué. Toutefois, sa spécificité
reste controversée car les cellules endothéliales et inflammatoires peuvent également
exprimer ce marqueur (205). La nestine est également exprimé par une sous-

population de myofibroblastes exprimant a-SMA dans le cceur et dans le rein, mais ce
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marqueur reste toutefois fortement exprimé par les cellules endothéliales et représente
un marqueur de revascularisation lors du processus de cicatrisation (206,207).

Etant donné I'absence de marqueur spécifique des myofibroblastes cardiaques,
'usage de plusieurs marqueurs permettant leur identification ainsi que I'origine de leur
transdifférenciation sont rapportés dans la littérature. L’étude menée par Kanisicak et
al. (184) montre que les fibroblastes activés suite a une Iésion cardiaque sont issus de
lignées cellulaire de fibroblastes résidents identifiés par les expressions conjointes de
la vimentine, FSP-1, PGDFRa et a-SMA (184). Une étude similaire montre que
I'expression d’a-SMA est précoce et interviendrait dans le 2 a 4 jours suivant la Iésion
cardiaque (208). D’autres études montrent que les myofibroblastes activés
proviendraient de sous-populations cellulaires épicardiques lors de phénoménes de
transition épithélio-mésenchymateuse et identifiées par I'expression de procollagene
[, collagene I, lll, FSP-1DDR2, CD90, fibronectine, a-SMA (185,209,210). Les
myofibroblastes cardiaques proviendraient également de cellules souches
hématopoiétiques et seraient caractérisés par une expression des marqueurs a-SMA,
vimentine et une activité beta galactosidase (185,211,212). Une étude identifie une
population de myofibroblastes par I'expression de PGDFRa, collagene | et a-SMA
issue de lignées cellulaires périvasculaires lors de Iésions cardiaques aigués (213).
Une derniere étude met en évidence une population de myofibroblastes exprimant o-
SMA, Snail, FSP-1, vimentine et collagéne | dérivée de cellules endothéliales a l'issue
d’'un processus de transition endothélio-mésenchymateuse (214). Une autre étude
suggere la participation de phénomenes de transition endothélio-mésenchymateuse a
’origine d’une augmentation de la population de fibroblastes cardiaque lors d’une

Iésion aigué myocardique, et contribue a la fibrose cardiaque (215). A ce jour, aucune
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étude n’a pu mettre en évidence la contribution précise de chaque source a l'origine
des myofibroblastes cardiaques. De plus, les sources a 'origine des myofibroblastes
cardiaques peuvent étre différentes entre atteinte aigué ou chronique, et actuellement,
la majorité des études menées concernent une atteinte Iésionnelle aigué du cceur. La
figure suivante rapporte les sources pouvant étre a l'origine des myofibroblastes

cardiaques.

Figure 7 : Possibles sources de myofibroblastes cardiaques (adapté de Travers et al.

(216))
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La reconnaissance d’un phénomeéne de transition endothélio-mésenchymateuse se
caractérise par l'identification de cellules présentant a la fois les marqueurs d’une
cellule endothéliale ainsi que les marqueurs d’'une cellule mésenchymateuse. La

nécessité d’étudier une co-expression de ces deux phénotypes cellulaires dans la
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bonne fenétre observationnelle reste difficile. En effet, 'expression de marqueurs
endothéliaux diminue pour disparaitre dans les stades tardifs de la transdifférenciation

cellulaire (217).

Reégulation de la transdifférenciation des myofibroblastes cardiaques.

Les phénomenes de transition endothélio- ou épithélio-mésenchymateuse a I'origine

des myofibroblastes sont soumis a un certain nombre de régulations moléculaires.

TGF-B est aussi un puissant médiateur de la transition endothélio- et épithélio-
mésenchymateuse et du remodelage cardiaque (116,218,219). Durant le processus
Iésionnel, 'expression génétique des 3 isoformes de TFG-f est stimulée et |a protéine
sécrétée dans la matrice extracellulaire encadre les cellules mésenchymateuses, les
macrophages, les monocytes et les fibroblastes résidents (220). TGF-p se lie a ses
récepteurs de types | et Il, ces derniers activant les voies de signalisation canoniques
par la phosphorylation des protéines Smad, ainsi que les voies de signalisation
indépendantes de Smad (103). La surexpression des genes impliqués dans les
constituants de la matrice extracellulaire tels que Col1a, Col6a, MMPs et leurs
inhibiteurs par la voie canonique TGF-B-SMAD2/3 a été mise en évidence dans les
fibroblastes du derme (221). La voie non canonique induite par TGF-b semble
également impliquée dans la différenciation des myofibroblastes, I'inhibition de p38
réduisant I'expression de marqueurs liés aux myofibroblastes (a-SMA, Col-la,
fibronectine) et la contraction de la matrice collagénique dans les fibroblastes

(222,223) Ces 2 voies de TGF-B sont donc impliquées dans l'augmentation de
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'expression d'a-SMA, la synthése des marqueurs collagéniques, et la

transdifférenciation des myofibroblastes (224).

Conclusion

De nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes de transition de
I’hypertension artérielle ou du diabete vers l'insuffisance cardiaque. Beaucoup moins
concernant l'insuffisance rénale chronique. Enfin, trés peu d’études ont recherché
intérét prédictif de marqueurs de fibrose sur le remodelage ventriculaire et les
évenements cardiaques majeurs chez des patients présentant une maladie rénale
chronique au stade de la pré-dialyse, pourtant les risques d’événements cardio-
vasculaires sont la principale cause de mortalité dans cette population. Une approche
intégrant un panel de marqueurs biologiques semble étre la piste a privilégier pour
évaluer la fibrose et le remodelage cardiaque au cours de linsuffisance rénale
chronique. Les processus physiopathologiques conduisant a la fibrose cardiaque
restent partiellement résolus, en particulier lors de I'installation d’'une fibrose cardiaque
chronique secondaire a des pathologies chroniques tels que l'insuffisance rénale

chronique et I'insulino-résistance.
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Présentation des travaux

Pour aborder notre objectif principal, qui était d’étudier et d’identifier des marqueurs
d’atteinte cardiaque au cours de [linsuffisance rénale chronique, nous avons
développé notre travail a partir d’'une cohorte de patients atteints d’insuffisance rénale
chronique au stade de pré-dialyse pour la recherche de marqueurs circulants, et autour
de modéles animaux développant une atteinte rénale chronique pour la recherche de

marqueurs tissulaires.

Ces travaux, réalisés au sein de I'équipe 2 de I'unité PHYMEDEXP et du laboratoire

de Biochimie (CHU Montpellier), reprennent les éléments cités précédemment :

« A l'évaluation des marqueurs de fibrose et d’inflammation dans le diagnostic de
I'atteinte cardiaque et pronostic d’évenements cardiaques majeurs chez les
patients asymptomatiques atteints de maladie rénale chronique, se situe le
premier travail intitulé sST2 as a new biomarker of chronic kidney disease-
induced cardiac remodeling : impact on risk prediction publié dans
Mediators of Inflammation, IF 3,55.

o Alétude de la fibrose cardiaque a partir de modéles animaux ayant développés
une insuffisance rénale chronique, se situe le travail intitulé Obesity and insulin
resistance on cardiac fibrosis in a rat model of chronic kidney disease.
Participation of mesenchymal transition, en cours de nouvelle soumission.

« Enfin, la chronologie d’installation de I'altération cardiaque a partir d’'un modéle

animal ayant développé une insuffisance rénale chronique est en cours de
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rédaction et s’intitule Temporal relashionship between cardiac and renal

alterations in a rat model of CKD.

Les chapitres suivants présentent successivement chacune de ces études en les

situant dans leur contexte, en les discutant, et en montrant leur intrication.
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Etude des marqueurs de fibrose sur le plan diagnostic et pronostic

de la dysfonction diastolique dans I'insuffisance rénale chronique.

Contexte

L’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée représente l'une des plus
fréquentes complications cardiaques chez l'insuffisant rénal chronique. Les peptides
natriurétiques sont les biomarqueurs couramment utilisés en pratique clinique mais
sont largement dépendants de la fonction rénale. Certains marqueurs de fibrose sont
identifiés pour stratifier le risque d’événements cardio-vasculaires dans l'insuffisance
cardiaque. Dans ce contexte, une approche incluant plusieurs parametres biologiques
semble étre plus informative sur la prédiction du risque cardiaque. L’étude
complémentaire au projet et présentée en annexe 1 démontre qu’une approche
multimarqueurs incluant certains parametres du turnover collagénique, en particulier
le ratio CTx/PIINP, apportent une valeur prédictive supérieure au sST2 et aux
données cliniques quant au pronostic d’évenements cardio-vasculaires dans une
population de patients présentant une insuffisance cardiaque chronique. Actuellement,
aucune étude n’a montré la supériorité d’'un marqueur spécifique de la dysfonction
cardiaque et qui soit indépendant de la fonction rénale, tant sur le plan diagnostique
que pronostique. Une approche clinico-biologique semble donc plus informative en

termes de pronostic de I'insuffisance cardiaque.
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Justification de I'étude

Dans ce contexte, I'hypothése de travail est d’évaluer les marqueurs de fibrose et
d’inflammation cardiaque dans la dysfonction cardiaque, et leur intérét pronostique des
évenements cardiaques majeurs développés au cours de [linsuffisance rénale
chronique. Dans un second temps, l'inclusion de sST2 dans une approche clinico-
biologique permettra d’évaluer la survenue d’événements cardiaques majeurs (MACE)

et de décés chez l'insuffisant rénal chronique.

Article
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Heart failure is the most frequent cardiac complication of chronic kidney disease (CKD). Biomarkers help identify high-risk
patients. Natriuretic peptides (BNP and NT-proBNP) are largely used for monitoring patients with cardiac failure but are highly
dependent on glomerular filtration rate (GFR). Soluble suppression of tumorigenicity 2 (sST2) biomarker is well identified in
risk stratification of cardiovascular (CV) events in heart failure. Furthermore, sST2 is included in a bioclinical score to stratify
mortality risk. The aims of this study were to evaluate (i) the interest of circulating sST2 level in heart dysfunction and (ii) the
bioclinical score (Barcelona Bio-Heart Failure risk calculator) to predict the risk of composite outcome (major adverse coronary
events) and mortality in the CKD population. A retrospective study was carried out on 218 CKD patients enrolled from 2004 to
2015 at Montpellier University Hospital. sST2 was measured by ELISA (Presage ST2® kit). GFR was estimated by the CKD-EPI
equation (eGFR). Indices of cardiac parameters were performed by cardiac echography. No patient had reduced ejection
fraction. 112 patients had left ventricular hypertrophy, and 184 presented cardiac dysfunction, with structural, functional
abnormalities or both. sST2 was independent of age and eGFR (p=0.05, p=0.44, and p=-0.07, p=0.3, respectively).
Regarding echocardiogram data, sST2 was correlated with left ventricular mass index (p =0.16, p =0.02), left atrial diameter
(p=0.14, p = 0.04), and volume index (p = 0.13, p = 0.05). sST2 alone did not change risk prediction of death and/or CV events
compared to natriuretic peptides. Included in the Barcelona Bio-Heart Failure (BCN Bio-HF) score, sST2 added value and better
stratified the risk of CV events and/or death in CKD patients (p <0.0001). To conclude, sST2 was associated with cardiac
remodeling independently of eGFR, unlike other cardiac biomarkers. Added to the BCN Bio-HF score, the risk stratification of
death and/or CV events in nondialyzed CKD patients was highly improved.

1. Introduction

CV events and death are associated with reduced eGFR [1].
The prevalence of most comorbid conditions, including heart
failure (HF), increases with decreasing eGFR [2]. Heart fail-
ure with preserved ejection fraction (HFpEF) constitutes
the main feature of uremic cardiopathy and is often referred
to as type 4 cardiorenal syndrome [3, 4]. In May 2016, the
European Society of Cardiology developed guidelines to help
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diagnosis of chronic HFpEF, including cardiac structural or
functional alterations underlying HF [5]. Left ventricular
hypertrophy (LVH) represents the major event in type 4
cardiorenal syndrome (chronic renocardiac damage). The
prevalence of LVH is estimated between 16% and 31% in
CKD patients with eGFR >30mL/min to reach 60 to 75%
before dialysis and 90% after dialysis [6]. Diastolic dysfunc-
tion, defined by pseudonormal or restrictive pattern through
tissue Doppler imaging (E/e’ > 10) which appears in the early



stages of CKD, now emerges as an independent predictor of
mortality and development of HF in a CKD patient [7].

Recent studies have identified new biomarkers involved in
the pathogenesis of remodeling and cardiac fibrosis. Among
them is sST2, an emerging biomarker predictive of fibrosis
and cardiac remodeling in HF patients without CKD. This is
a marker of interest in the stratification of patients at risk as
well as in the therapeutic response of HF patients [8-11].
ST2 belongs to the family of interleukin receptors of type-1
(IL-1) and exists as membrane-bound (ST2L) and soluble
(sST2) isoforms. By binding interleukin-33 (IL-33), ST2L
is responsible for antihypertrophic, antifibrotic, and antia-
poptotic effects [12]. sST2 is the soluble circulating form
which acts as a decoy receptor, sequesters IL-33, and pre-
vents its binding to ST2L, thereby neutralizing the beneficial
effects of the ST2L/IL-33 signaling pathway [13]. sST2 is
mainly secreted by cardiomyocytes when the cells are sub-
jected to biomechanical overload. Nevertheless, the main
source of sST2 secretion is still controversial, and in human
cardiac disease, the vascular endothelial cells were shown to
be the predominant source of sST2, rather than the human
myocardium [14].

In patients with chronic HF episodes, sST2 acts as a pre-
dictor of both all-cause and cardiovascular death [15]. sST2
was included in a novel bioclinical algorithm (Barcelona
Bio-Heart Failure (BCN Bio-HF) risk calculator) in associa-
tion with NT-proBNP and high-sensitivity cardiac troponin
T (hs-cTnT), which allowed accurate prediction of death at
1,2, and 3 years in HF patients [16]. High levels of sST2 asso-
ciated with NT-proBNP and identified risk factors improve
prognosis performance independently of left ventricular ejec-
tion fraction and renal function in HF [17]. In this context,
sST2 measurement can identify patients with left ventricular
remodeling and decompensated hemodynamic profile [18].

To our knowledge, only few data are available regarding
the prognosis value of fibrosis and myocardial remodeling
biomarker in CKD patients for which the risk of a CV event
constitutes the main cause of mortality. Therefore, objectives
of this study were to evaluate sST2 in cardiac remodeling and
to assess its role alone or in combination with other common
biological parameters of HF for risk stratification of CV
events or/and mortality in a nondialyzed CKD population
(BCN Bio-HF score).

2. Population and Methods

2.1. Patients and Study Design. 218 patients were enrolled in
the Montpellier University Hospital between 2004 and 2015.
Main inclusion criteria were the ability to give informed con-
sent, age > 18 years, cardiac echography at inclusion, and a
confirmed diagnosis of CKD according to the National
Kidney Foundation and KDIGO Guidelines [19, 20]. Stages
of CKD were determined using eGFR calculated using the
CKD-EPI equation [21]. None of the patients in stage 5 were
on hemodialysis or on peritoneal dialysis. Regarding antihy-
pertensive treatment, 16 patients had no treatment, 39 were
on mono-, 71 on bi-, 70 on tri-, and 22 on quadritherapy.
At the time of enrollment, all patients had an echocardio-
gram performed by a trained physician. Dry and heparinized
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blood samples were drawn, and serum/plasma stored at
-80°C for further analyses.

The follow-up of all included patients was approxima-
tively 3 years with time-to-event analysis until the occurrence
of fatal or nonfatal CV events, defined as major adverse
coronary events (MACE).

Written informed consent was obtained for all patients.
The protocol was approved by local authorities (Ethics
Committee of Montpellier) according to standards currently
applied in France (Commission Nationale de I'Informatique
et des Libertés, CNIL, N°'MR001). A biological collection
was also registered by the French government (research
ministry, # DC 2008-417 and # DC 2013-2027). The study
was done in accordance with the Declaration of Helsinki
and Good Clinical Practice guidelines.

2.2. Cardiac Echography. Cardiac echocardiography was
performed by a trained physician at inclusion. No patients pre-
sented signs of heart failure at inclusion. Subclinical cardiac
dysfunction was defined as left ventricular ejection fraction
(LVEF) >40% with structural abnormality (left ventricular
mass index (LVMI)>115g/m* for men and >95g/m”> for
women or left atrial volume index (LAVI)>34mL/m?) or
functional abnormality with impaired relaxation (E/A < 1) [5].

2.3. Laboratory Analyses. Biochemical parameters, including
classical cardiac variables (NT-proBNP and high-sensitivity
troponin T (hs-cTnT)), were performed on a Cobas 8000/
€602 immunochemistry system (Roche Diagnostics, Meylan,
France). C-reactive protein (CRP), urea, and IDMS traceable
enzymatic creatinine were determined on a Cobas 8000/c701
(Roche Diagnostics, Meylan, France). Intact aminoterminal
propeptide of type I procollagen (PINP) as a biomarker of
collagen synthesis was determined by chemiluminescence
technology using the IDS-iSYS Multi-Discipline automated
analyser (IDS, Boldon, England).

2.4. sST2 Measurement. sST2 was measured using a sandwich
ELISA kit (Presage© ST2 assay, Critical Diagnostics, San
Diego, California, distributed in France by Eurobio Labo-
ratories). In chronic HF patients, the upper reference limit
for sST2 was 35ng/mL [22]. A recombinant human sST2
standard calibrator was provided for this assay. sST2 concen-
trations were measured according to sST2 assay procedures
and adapted on Evolis (France). Briefly, 100 yl of standard,
diluted samples (1:20 in sample diluent) was added to the
well of a ready-to-use microtiter plate coated with mouse
monoclonal anti-human sST2 antibody. The standard curve
was in the concentration range 2.8-100ng/mL. Then, the
plate was incubated for 60 min at room temperature. After
washing, 100 ul of biotinylated antibody reagent was added
into each well and incubated for 60 min at room temperature.
After washing, 100 ul of streptavidin-HRP conjugated was
added into each well and incubated for 30 min at room tem-
perature. After washing, the TMB substrate was added to
each well and incubated for 20 min at room temperature in
the dark. Then, stop solution was added and absorbance
was read at 450 nm.
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2.5. Barcelona Bio-Heart Failure Score. The Barcelona
Bio-Heart Failure risk calculator (BCN Bio-HF calculator)
estimates the risk of death in patients with HF described
by Lupén et al. [16]. The BCN Bio-HF calculator is an
algorithm based on eight independent models, depending
on available data. It is derived from a real-life cohort and
includes, in addition to classical prediction factors, serum
NT-proBNP, hs-cTnT, and sST2 reflecting different path-
ophysiological pathways. The models account for clinical
and biological characteristics and treatments to predict
the risk of mortality at 1, 2, and 3 years. Pharmacological
treatments include beta-blockers, ARBs/ACEI, statins, and
furosemide. In our study, all clinical and biomarker variable
models were taken into account (hs-cTnT, NT-proBNP,
and sST2). Using this model, prognostic indices were com-
puted for each patient in our population.

2.6. Statistical Analysis. Descriptive statistics are presented as
numbers (percentages) for categorical data and as medians
(interquartile range (IQR)) for continuous variables. XZ test
was performed to investigate the presence of differences
between proportions. The Mann-Whitney U test and
Kruskal-Wallis test were used to compare groups, as appro-
priate. Since their distributions were skewed, logarithmic
transformations of sST2, troponin, NT-proBNP, and PINP
biomarkers were used. For correlation analyses, Spearman’s
rank correlation coefficients were computed. Composite out-
come was defined as any of the following events (MACE)
during follow-up: death, myocardial infarction, ischemic car-
diomyopathy, angioplasty, valvular cardiomyopathy, stroke,
vascular angioplasty, or cardiac arrhythmias. The Kaplan-
Meier estimator of event-free survival was used to assess
the ability of biomarkers to predict adverse outcome in the
population. Potential predictors of composite outcome were
further evaluated using the Cox proportional hazard regres-
sion. The net reclassification improvement (NRI) was used
to assess the incremental value by adding a biomarker over
the BCN Bio-HF score. No treatment adjustment in relation
to cardiac biomarkers and kidney dysfunction was assessed
in the BCN Bio-HF score analysis since they were already
included in the initial score calculation.

3. Results

3.1. Population Characteristics. This study included a total of
218 patients at different stages of CKD (i.e., 36 patients at
stages 1-2, 42 patients at stage 3A, 57 patients at stage 3B,
62 patients at stage 4, and 21 patients at stage 5). Median
eGFR level was 37 mL/min/1.73m? (IQR 23-52). During
the follow-up period, 85 out of 218 patients presented
composite outcome. Demographic data, laboratory findings,
and echocardiogram parameters in the global population
presenting or not presenting composite outcome are shown
in Table 1. Among the population, the median LVEF was
62%, and none of the patients had reduced LVEF. 112
(51%) patients presented LVH and 184 (84%) a cardiac dys-
function. Cardiac dysfunction was as follows: 45 patients
with structure abnormality only, 72 with function abnor-
mality only, and 67 with both. Median follow-up was 3.0
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years (IQR 1.3-6.4) after initial evaluation. Compared to
patients free of major adverse coronary events (MACE),
eGFR and LVEF were lower in patients with MACE, whereas
age, LAVI, left atrial diameter (LAD), LVMLI, levels of CRP,
NT-proBNP, and hs-cTnT were higher. No significant differ-
ence in PINP levels was observed between groups. Median
sST2 was 29.5ng/mL (IQR 22.6-35.1), and 55 out of 218
patients (25%) had an elevated level of sST2 (upper reference
limit is 35 ng/mL in chronic HF).

3.2. sST2 Is Associated with Cardiac Remodeling Feature.
Correlation between sST2 and inflammatory and cardiac bio-
markers (CRP, NT-proBNP, and hs-cTnT) was significant
(p=0.17, p=0.01; p=0.14, p=0.03; and p = 0.15, p = 0.03,
respectively).

Regarding echocardiogram data, sST2 was correlated
with LVEF (p=-0.14, p=0.04) and cardiac remodeling
(ie, LAD (p=0.14, p=0.04), LAVI (p=0.13, p=0.05),
and LVMI (p=0.16, p=0.02)). No association with func-
tional abnormality was observed (E/A (p=0.08, p=0.26)).
PINP was not correlated with any echocardiographic data
(Figure 1). Other cardiac biomarkers (hs-cTnt and NT-
proBNP) were correlated with structural abnormality param-
eters. Concerning patient treatments, no correlation was
observed between sST2 and beta-blockers, ARBs/ACEI,
statins, or furosemide (data not shown).

3.3. sST2 Is Independent of GFR and Age. No correlation
between sST2 and both age (p=0.05, p=0.44) or eGFR
(p=-0.07, p=0.3) was observed, in contrast to classical
cardiac biomarkers such as hs-cTnT (p=0.55, p <0.001,
and p=-0.59, p<0.001, respectively) and NT-proBNP
(p=0.51, p<0.001, and p=-0.56, p < 0.001, respectively).
Moreover, no relationship was observed between sST2 and
CKD stages (p=0.9) whereas NT-proBNP and hs-cTnT
values increased from stages 1 to 5 (p < 0.001 for both param-
eters) (Figure 2).

3.4. Predictors of Outcome. During the 3 years of median
follow-up (IQR 1.3-6.4), 85 (39%) patients experienced the
composite outcome of death and/or CV events.

In univariate Cox analysis, older age (HR 1.052 (1.031-
1.072)), male gender (female HR 0.420 (0.251-0.704)),
increased LAVI (HR 1.050 (1.015-1.086)) and LAD (HR
1.074 (1.030-1.119)), elevated hs-cTnT (HR 5.152 (2.659-
9.983)), NT-proBNP (HR=1.650 (1.116-2.439)), and CRP
(HR 2.155 (1.388-3.346)) were related to composite outcome
(Table 2).

3.5. Multimarker Strategy Based on Barcelona Bio-HF Score.
The Barcelona Bio-HF score was applied to assess the pre-
dictive composite outcome in our cohort. Taken together,
NT-proBNP, hs-cTnT, and sST2 were highly predictive of
the composite outcome of cardiovascular events and/or
death (p <0.0001) (Figure 3). A combination of CRP with
the Barcelona Bio-HF score was performed in order to
identify a high-risk subgroup and to improve the risk of
CV events or death composite outcome. The risk classifi-
cation analysis including the CRP level did not allow
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TaBLE 1: Baseline characteristics of all patients, with and without MACE.
Variable Study population (n = 218) No MACE (n=133) MACE (n=385) P
Age (years) 68.31 [57.62-75.47] 63.35 [49.18-71.69] 71.75 [67.44-79.37] <0.001
Gender 0.005
Male 139 (64%) 75 (56%) 64 (75%)
Female 79 (36%) 58 (44%) 21 (25%)
Follow-up (years) 3.0 [1.3-6.4] 3.0 [1.3-6.5] 2.8 [1.4-5.8] 0.869
eGFR (mL/min/1.73 m?) 37 [23-52] 40 [26-57] 35 [22-44] 0.014
SBP (mmHg) 134 [120-146] 135 [122-146] 130 [120-146] 0.214
DBP (mmHg) 73 [69-80] 75 [70-80] 70 [65-80] 0.051
Echocardiography
LVEF (%) 62 [58-65] 65 [60-67] 60 [54-64] <0.001
E/A 0.85 [0.70-1.11] 0.87 [0.73-1.12] 0.8 [0.69-1.11] 0.204
LAVI (mL/m?) 114 [7.6-14.9] 104 [7.0-14.1] 13.3 [9.1-16.3] 0.001
LAD (mm) 34 [30-37] 33 [29-36] 36 [32-39] <0.001
LVMI (g/m?) 109.9 [85.3-130.5) 106.8 [79.0-125.0] 118.0 [97.2-139.3] 0.004
Biomarkers
NT-proBNP (ng/L) 182.5 [75.0-445.3] 129.0 [61.0-379.0] 287.0 [121.2-623.5] <0.001
sST2 (ng/mL) 29.5 [22.6-35.1] 28.2 [21.7-34.3] 30.5 [24.3-36.7] 0.100
PINP (ng/mL) 52.2 [38.2-77.5] 51.95 [38.2-77.2] 55.3 [38.4-77.5] 0.522
hs-cTnT (ng/L) 14.3 [7.7-24.9] 11.7 [6.2-19.5] 19.1 [12.4-34.3] <0.001
CRP (mg/L) 2.2 [1.1-4.7] 1.8 [0.8-3.6] 3.2 [1.6-6.9] <0.001
Na (mmol/L) 141 [139-142] 141 [139-142] 140 [139-142] 0.829
Hb (g/dL) 13.2 [12.3-14.2] 13.4 [12.2-14.4] 13.0 [12.4-14.0] 0.702
Treatments
Beta-blockers 0.054
No 118 (54.1%) 79 (59.4%) 39 (45.9%)
Yes 100 (45.9%) 54 (40.6%) 46 (54.1%)
ARBs/ACEI 0.274
No 55 (25.2%) 30 (22.6%) 25 (29.4%)
Yes 163 (74.8%) 103 (77.4%) 60 (70.6%)
Statins 0.061
No 120 (55.0%) 80 (60.2%) 40 (47.1%)
Yes 98 (45.0%) 53 (39.8%) 45 (52.9%)
Furosemide 0.001
No 100 (45.9%) 73 (54.9%) 27 (31.8%)
Yes 118 (54.1%) 60 (45.1%) 58 (68.2%)

Data presented as median [1% quartile-3™ quartile] for quantitative variables and proportions for categorical variables. ACEI: angiotensin converting enzyme
inhibitors, ARBs: angiotensin receptor blockers, DBP: diastolic blood pressure, eGFR: estimated glomerular filtration rate, LAD: left atrial diameter, LAVI: left
atrial volume index, LVEF: left ventricular ejection fraction, LVMI: left ventricular mass index, MACE: major adverse coronary events, SBP: systolic blood

pressure. p value was determined by y* and Mann-Whitney U tests.

better patient classification (continuous NRI=16% (-11.7-
32.8%), p=0.27).

4, Discussion

This study shows that the sST2 level is associated with
cardiac remodeling features, and unlike common cardiac
biomarkers, this biomarker is independent of eGFR and
age. A multimarker approach including sST2 is thus reported
as an appealing tool in CV risk stratification of nondialyzed
CKD patients.
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4.1. sST2 and Heart Dysfunction in CKD Patients. HFpEF is
associated with increased cardiac remodeling, abnormal car-
diac mechanics, and poor outcomes in CKD patients [1, 23].
Brain natriuretic peptides and hs-cTnT can facilitate the
diagnosis of HF among patients with CKD. Elevation of these
biomarkers is related to cardiac modifications contributing to
HF [24]. Vickery et al. reported that eGFR and cardiac
dysfunction have independent effects on brain natriuretic
peptide concentrations in CKD patients [25]. A reduced
renal excretion provokes elevated levels of cardiac troponins,
NT-proBNP, and in a lesser extent BNP limiting the utility
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FIGURE 2: sST2, NT-proBNP, and hs-cTnT levels according to CKD stages (Kruskal-Wallis test:

respectively).

of these markers although higher brain natriuretic peptide
levels remain predictive of increased mortality in CKD
[26-28]. sST2 is an interesting biomarker, and most studies
have described sST2 as an independent marker of renal func-
tion and hemodialysis [29-31]. We confirmed here that sST2
is not correlated with eGFR, unlike NT-proBNP, and no dif-
ference was observed among CKD stages. Therefore, the
weak correlation observed between NT-proBNP and sST2
(p=0.14, p=0.03) can be explained by renal dysfunction
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p=0.9, p<0.001, and p<0.001,

as a confusing factor (Figure 2). In a study conducted by
Bao et al., sST2 levels were higher in CKD patients compared
to healthy controls and were correlated with disease severity
[32]. More recently, Gungor et al. observed that sST2 levels
increased with CKD stages [33]. Indeed, these investigations
did not evaluate cardiac function, and sST2 elevation was
reported to be involved in the inflammatory state. Moreover,
sST2 measurements are not directly comparable because
ELISA kits with different standards or antibodies were used.



TaBLE 2: Univariate Cox analysis predictive of cardiovascular events
and/or death composite outcome.

Variable HR [95% CI] P

Age (years) 1.052 [1.031-1.072] <0.001
Female 0.420 [0.251-0.704] 0.001
SBP (mmHg) 0.992 [0.981-1.004] 0.209
DBP (mmHg) 0.986 [0.966-1.006] 0.167
LAVI (mL/mz) 1.050 [1.015-1.086] 0.005
LAD (mm) 1.074 [1.030-1.119] 0.001
LVMI (g/m?) 1.004 [0.998-1.009] 0.183
E/A 1.010 [0.607-1.681] 0.969
Log hs-cTnT (ng/L) 5.152 [2.659-9.983] <0.001
Log NT-proBNP (ng/L) 1.650 [1.116-2.439] 0.012
Log CRP (mg/L) 2.155 [1.388-3.346] 0.001
Log sST2 (ng/mL) 2.836 [0.532-15.134] 0.222
Log PINP (ng/mL) 0.836 [0.340-2.057] 0.696
eGFR (mL/min/1.73 mz) 0.992 [0.981-1.003] 0.172
Na (mmol/L) 0.985 [0.908-1.069] 0.720
Hb (g/dL) 0.991 [0.852-1.153] 0.909

DBP: diastolic blood pressure, eGFR: estimated glomerular filtration rate,
Hb: hemoglobin, LAD: left atrial diameter, LAVI: left atrial volume index,
LVML: left ventricular mass index, SBP: systolic blood pressure.

Lastly, in both studies, GFR was estimated through the
Modification of Diet in Renal Disease Equation, and this
could lead to different GFR values depending on the estima-
tion method used.

sST2 is involved in pathophysiology of cardiac fibrosis,
and its increase is considered as an indirect circulating
marker of cumulative fibrotic processes [34]. Regarding
echocardiogram results, sST2 correlates significantly with
variables that describe structural alterations, and no corre-
lation with functional abnormalities was observed. We can
thus speculate that in CKD patients, sST2 by decreasing
the availability of IL-33 may be involved in cardiac remod-
eling features typically observed in HFpEF. Although other
cardiac biomarkers showed better correlation with cardiac
dysfunction, sST2 is quite relevant because it does not
depend on age and renal function. These results represent
an important step in early detection of cardiac perfor-
mance alteration in CKD. Finally, no correlation between
PINP and echocardiographic data was observed. This
could be explained by the lack of specificity of this marker
in cardiac fibrosis [35].

4.2. sST2 and Prognosis Value. To our knowledge, this is the
first time we observe that a multimarker strategy including
combined sST2, NT-proBNP, and hs-cTnT biomarkers is
highly associated with cardiovascular events and/or mortality
and suitable in nondialyzed CKD patient risk stratification.
sST2 represents a promising biomarker in prognosis
mortality and CV events in chronic HF [36, 37]. Recently,
an update of ACC/AHA guidelines stated that the use of
myocardial fibrosis biomarkers such as sST2 might be con-
sidered for predicting risk of hospitalization and death in
patients with chronic HF and potentially added to natriuretic

56

Mediators of Inflammation

peptide biomarker levels in their prognostic value [34]. Our
study confirms that hs-cTnT, CRP, and to a lesser extent
NT-proBNP alone are predictive of poor outcome, as
described in a hemodialysis population [38]. Yet, sST2 alone
does not allow CV events or death composite outcome prog-
nosis in nondialyzed CKD patients. Our findings are in line
with Keddis et al., who found that sST2 level did not change
CV risk prediction compared to cardiac troponin T in
patients considered for kidney transplant [39].

A multimarker strategy approach was developed and
proven to be more informative than a single biomarker
in HF prognosis. To date, only few clinical scores evaluat-
ing risk stratification of HF have been developed. The
BCN Bio-HF score is a unique tool combining a panel
of biomarkers and clinical variables [40]. Taken together,
biomarkers provide information about myocyte necrosis
(hs-cTnT), fibrosis and inflammation (sST2), and chamber
strain (NT-proBNP). In our study, NT-proBNP, hs-cTnT,
and sST2 in combination with clinical variables and treat-
ments were highly predictive of composite outcome. We
showed that the BCN Bio-HF score can also be applied
to the CKD population and is highly predictive of CV
events and mortality. Beside, adding CRP to the BCN
Bio-HF score did not provide better reclassification of
CKD patients, as observed for HF [41]. Although CRP is
considered as a marker of early inflammation and a low
level of hs-CRP may be associated with a more favorable
prognosis in patients with coronary heart disease [42], its
level remains stable in CKD before dialysis and unlikely
plays a major role in subacute inflammation [43]. Our
results suggest that CRP does not improve the prognosis of
patients at nondialyzed CKD stages, presenting mainly a
subclinical cardiac dysfunction. In this population, a multi-
marker strategy such as the BCN Bio-HF score is definitely
helpful to better stratify risk of death and CV events. Further
longitudinal studies in CKD patients are needed to better
characterize the interest of these combined markers involved
in HF pathophysiology.

5. Limitations

This study presents several limitations. First of all, tissue
Doppler imaging was not taken into account at the time of
inclusion; consequently, the > wave was not available. Then,
a relatively small cohort of patients from a single medical
center was enrolled. We only measured biomarkers at time
of recruitment and did not evaluate the long-term trends of
biomarkers, which could be useful for patient follow-up.
Moreover, sST2 assay is not available in all laboratories,
which reduces the use of the multimarker strategy.

6. Conclusion

To our knowledge, this is the first study showing that
sST2 is a good biomarker to evaluate the cardiac remodel-
ing feature in nondialyzed CKD patients. Although sST2
alone is not predictive of CV events and death in this
population, it plays an important role to stratify risk of
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all-cause mortality and CV events in a multimarker strategy
combined with clinical variables.
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Discussion

La premiere conclusion de notre étude montre que sST2 est un marqueur indépendant
de la fonction rénale pouvant étre utilisé pour évaluer une atteinte cardiaque
structurelle chez linsuffisant rénal chronique. La dépendance de sST2 a la fonction
rénale reste assez controversée, appuyée par de nombreuses études contradictoires
dans la littérature. Récemment, I'étude menée par Tuegel et al. (225) montre une
corrélation inverse entre sST2 et la fonction rénale a partir de 2 cohortes de patients
atteints d’insuffisance rénale chronique (études C-PROBE et Seattle Kidney Study
SKS). Cette corrélation reste toutefois modeste et plus faible que d’autres marqueurs
de fibrose tels que GDF-15 et Galectine-3 (225). Une autre étude issue de ces mémes
cohortes révele une absence d’association entre sST2 et dégradation de la fonction
rénale contrairement a Gal-3, et une absence d’interaction entre sST2 et DFG a
l'inclusion, comme Gal-3 (226). Actuellement, il existe trés peu de données sur la
valeur diagnostique de sST2 dans la dysfonction diastolique. L’équipe de Keddis et al.
(227) montre une corrélation entre sST2 et I'hypertrophie du ventricule gauche, que
nous confirmons dans notre étude. En revanche, pour une approche pronostique des
évenements cardiaques majeurs chez ces patients, I'utilisation de ce marqueur seul
ne permet pas de prédire le risque composite (déces et MACE) dans notre étude. Ces
résultats sont confirmés par Keddis et al. (227), qui montre I'absence de prédiction de
sST2 dans le risque composite chez I'lRC, comparé a la troponine T hautement
sensible dans une population de patients ayant bénéficié d’une transplantation rénale.
En revanche, I'addition de sST2 dans un score tel que le score de Barcelone, incluant

d’autres parameétres biologiques (NT-proBNP et troponine T hautement sensible) ainsi
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que des parametres cliniques et la prise en compte d’un traitement antihypertenseur,
permet de prédire le risque composite (MACE et décés) jusqu’a 3 ans dans notre
étude. A notre connaissance, aucune donnée dans la littérature n’avait évalué l'intérét
pronostic de sST2 inclus dans un score clinico-biologique chez linsuffisant rénal
chronique sur le risque composite, ce score pouvant étre utilisé dans la prédiction des
événements cardiaques majeurs chez des patients connus pour étre a risque élevé

d’événements cardio-vasculaires.

Toutefois, ce travail pose des limites par son caractére monocentrique, et par
I’'absence de doppler tissulaire réalisé lors de I'inclusion des patients dans I’étude. Par
conséquent, nous n’avons pas pu évaluer I'atteinte fonctionnelle cardiaque sur le ratio
E/e’. Néanmoins, le caractéere fonctionnel cardiaque a été évalué par le ratio E/A issu

des données échocardiographiques.

Conclusion

Pour conclure, I'utilisation d’'un score clinico-biologique dans I’évaluation pronostique
des événements cardiaques majeurs permettrait d’améliorer la prise en charge de la

maladie rénale chronique et de prévenir ses complications.

Cette étude pose la question des mécanismes impliqués dans le processus de fibrose

cardiaque au cours de l'insuffisance rénale chronique.

L’ensemble de ces remarques va permettre de poursuivre les investigations :
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- sur les phénomeénes impliqués dans le processus de fibrose cardiaque au cours de

linsuffisance rénale chronique observés chez le rat (présenté en objectif).

- sur la chronologie d’installation de I'atteinte cardiaque a partir de modéles animaux

ayant développé une IRC (présenté en objectif).
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Place de la transition endothélio-mésenchymateuse dans la fibrose

cardiaque au cours de I'IRC et de I'obésité.

Contexte

La fibrose cardiaque (non cicatricielle) se définit par une expansion de l'interstitium
causé par des dépdbts protéiques de la matrice extracellulaire. Chez les patients
présentant une insuffisance cardiaque, on observe un remodelage cardiaque avec une
réduction de la compliance par expansion de la matrice extracellulaire dont les
constituants sont essentiellement produits par les fibroblastes cardiaques a I'état
activé et nommés myofibroblastes. Ces changements phénotypiques sont dus a des
origines multiples. Parmi ces mécanismes, la transition endothélio-mésenchymateuse
pourrait étre une des voies impliquées dans le processus de fibrose. TGF-B est un
médiateur central participant au processus de transition endothélio-mésenchymateuse

et son implication maintiendrait ces phénomenes profibrosants.

Justification de I'étude

Les mécanismes de fibrose cardiaque impliqués dans la maladie rénale chronique
restent non élucidés. En plus des facteurs de risque cardio-vasculaire traditionnels et
de l'insuffisance rénale chronique associée a une forte incidence des complications
cardio-vasculaires, d’autres facteurs de risque dont la relation causale directe est
moindre ou aggravant le risque cardio-vasculaire sont identifiés. Il s’agit de la

sédentarité, de l'obésité (IMC élevé avec obésité androide), et du syndrome
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métabolique. La relation entre diabéte et néphropathie est trés nette avec une
progression vers l'insuffisance rénale terminale nécessitant une prise en charge
fréquente par dialyse (plus de 20% des dialysés en Europe sont diabétiques, plus de
30% aux Etats-Unis) (228). Le processus de fibrose observé au cours de 'insuffisance
cardiaque a fraction d’éjection préservée est associé a une mortalité plus élevée, une
augmentation du taux d’hospitalisation et une élévation des événements cardiaques
(229-232). De plus, chez les diabétiques, I'expansion de I'espace interstitiel
myocardique est associée a une mortalité élevée et des hospitalisations pour

insuffisance cardiaque (233).

Dans ce contexte, nous avons évalué les altérations cardiaques dans un modéle
animal présentant un syndrome métabolique sur lequel on induit secondairement une
insuffisance rénale chronique. L’implication des marqueurs de fibrose étudiés dans
notre cohorte de patients prédialysés, et la transition endothélio-mésenchymateuse
dans le processus de fibrose cardiaque au cours de l'insuffisance rénale chronique,

seront évalués.

Article

64



CARDIAC REMODELING ASSOCIATED WITH CHRONIC KIDNEY DISEASE IS
ENHANCED IN A RAT MODEL OF METABOLIC SYNDROME. PARTICIPATION OF

MESENCHYMAL TRANSITION.

Maélle PLAWECKI', Nathalie GAYRARD?, Laura JEANSON?, Anthony CHAUVIN', Anne-

Dominique LAJOIX?, Jean-Paul CRISTOL', Bernard JOVER'

'"PHYMEDEXP, Université de Montpellier, INSERM, CNRS, Montpellier, France,
2RD Néphrologie, Montpellier, France

3BC2M, Université de Montpellier, Montpellier, France

Corresponding author:

Bernard Jover,

PhyMedExp,

IURC, 691 avenue doyen Giraud

34090 Montpellier, France

Tel: 334 11 75 98 92; Fax: 33 4 67 33 59 23

Email: bernard.jover@inserm.fr

Running title: Metabolic disease exacerbates CKD induced-cardiac remodeling.
Keywords: Chronic kidney disease, insulin resistance, obesity, cardiac fibrosis,

mesenchymal transition.

Acronyms: CKD: chronic kidney disease; EndMT: endothelial to mesenchymal transition.

Competing Interests: The authors declare that there is no conflict of interest regarding the

publication of this paper.

65



Abstract

Background and Aims: Cardiac alteration due to chronic kidney disease is described by tissue
fibrosis. This remodeling involves myofibroblasts of various origins, including epithelial or
endothelial to mesenchymal transitions. The expansion of macrophages leads to a production
of TGF- 31 who would maintain the profibrotic transition mechanisms. In addition, obesity and
insulin resistance together or separately seem to exacerbate cardiovascular risk in chronic
kidney disease (CKD).

The main objective of this study was to assess if pre-existing metabolic disease exacerbates
CKD-induced cardiac alterations. In addition, we hypothesised that endothelial to
mesenchymal transition participates in this enhancement of cardiac fibrosis.

Methods and Results: Rats fed cafeteria type diet for 6 months underwent a subtotal
nephrectomy at 4 months. Cardiac fibrosis was evaluated by histology and qRT-PCR.
Collagens and macrophages were quantified by immunohistochemistry. Endothelial to
mesenchymal transitions were assessed by qRT-PCR (PECAM-1, VE-cadherin, a-SMA,
nestin) and also TGF- 1. Rats fed with cafeteria type regimen were obese, hypertensive and
insulin resistant. Cardiac fibrosis was predominant in CKD rats and was highly majored by
cafeteria regimen. Collagen-1 and nestin expressions were higher in CKD rats, independently
of regimen. In contrast, no difference in TGF- 31 expression was observed between groups.
Conclusion: We showed that rats already obese and insulin resistant had an enhanced cardiac
alteration to a subsequent renal injury. Cardiac fibrosis process could be supported by a higher

involvement of the endothelial to mesenchymal transition phenomenon.

66



Introduction

Diabetes and hypertension are the most common etiologies of chronic kidney diseases [1].
Cardiovascular disease is the leading cause of morbidity and mortality in CKD patient [2] and
their prevalence increases with decreasing glomerular filtration rate [3]. Heart failure secondary
to CKD define the type 4 cardiorenal syndrome [4]. Cardiomyocytes hypertrophy is a hallmark
of cardiac remodeling in the early stages of cardiac alteration. This process, which is a major
element involved in type 4 cardiorenal syndrome, induces the activation of cellular signals of
metabolic pathways capable of increasing the production of extracellular matrix leading to
fibrosis [5,6]. Interstitial or perivascular cardiac fibrosis is a deleterious phenomenon resulting
from the predominance of collagen synthesis compared to its degradation. Accumulation of
this fibrosis progressively leads to a loss of compliance of the myocardial wall and a lack of
contraction. These phenomena conduce to the appearance of dysfunction and thus promote
heart failure progression.

Excessive synthesis of extracellular matrix (ECM) is essentially caused by activated
fibroblasts, named myofibroblasts [7]. These specialized fibroblasts are mesenchymal cell
presenting a hybrid phenotype, between fibroblast and smooth muscle cell. There are
characterized by a granular endoplasmic reticulum and a highly developed golgi apparatus
related to a collagen turnover deregulation. Indeed, collagen precursors excess as well as
signaling molecules that regulate interaction of the ECM with the parenchyma are observed
[8]. On the other hand, these cells exhibit peripheral «-SMA myofilaments conferring them
contractile properties [9], super adhesion type junctions allowing them to communicate, to
synchronize their contraction and to form bonds with ECM. These characteristics lead to the
tissue remodeling initiation [10]. Myofibroblasts origins are various and among them is the
endothelio-mesenchymal transition (EndMT) [11]. Mainly induced by TGF-B, this transition
process is associated with a phenotypic change of endothelial or epithelial cells and a

cytoskeleton restructuration. Increased expression of mesenchymal markers such as a-SMA,
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COLLA1, fibronectin, vimentin and FSP-1 (fibroblast specific protein-1) is observed. At the same
time, these cells lose their specific markers like PECAM-1 or VE-cadherin. These variations
allow detecting the presence of endothelial or epithelial to mesenchymal transitions. Moreover,
an immune and inflammatory response accompanied with macrophage infiltration is observed
in the cardiac tissue [12]. This may lead to sustained production of various growth factors,
including TGF-B [13], thus maintaining the profibrotic mechanisms.

Among the risk factors for cardiovascular diseases such as hypertension and diabetes, insulin
resistance and obesity are also known to be major determinants of cardiovascular risk in CKD
[14]. The incidence of cardiovascular risk factors and cardiovascular diseases also are higher
in diabetic patients [15]. Obesity or occidental rich diet model increase cardiovascular risk
factors and progression of CKD [16,17]. CKD is associated with a significant burden of
cardiovascular disease, and several studies evaluated the association between metabolic
disease, renal impairment and cardiovascular events. These results do not allow to establish
or not if cardiovascular risk is enhanced with an insulin resistance phenotype in the CKD
population [18]. Heart failure is one of the cardiovascular risk factors consecutive to CKD and
involves several mechanisms such as left ventricular hypertrophy, cardiac fibrosis and
inflammation [19]. Only few studies reported that insulin-resistance is positively correlated to
cardiac hypertrophy in a population of CKD patients [18]. To date, no study evaluated if cardiac
remodeling is enhanced in patients presenting several chronic diseases whose prevalence is
high in Western countries.

To the best of our knowledge, there is no study evaluating if cardiac fibrosis associated to CKD
is worsened in a pre-existing insulin-resistant profile. Therefore, the main objective of the
present study was to assess tissue and cell damages in the cardiac muscle resulting from the
development of CKD in rats with established obesity and insulin resistance. In addition, we
hypothesized that endothelial to mesenchymal transitions (EndMT) processes contribute to

cardiac fibrosis formation.

Methods
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Ethics

The present experiment complied with the European and French laws (Agreement D34-172-
25 and 1562-18348) and conform to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
published by the National Institute of health (National academies Press US, 8" edition, 2011).
Rats were housed in a climate controlled conditions with a 12h light/dark cycle in a room

temperature.

Animal model

Two groups of 34 male Wistar rats (Charles River France) were fed standard diet (SAFE A04)
or a so-called “cafeteria” diet for 6 months. The cafeteria diet consists of a range of appetizing
foods intended for human consumption, selected for their high energy, fat, sugar and salt
content (e.g. soda, lard, cake, potato crisps, sweets, cheese). It is very representative of the
food excesses observed in the western diet. After 4 months, half of the animals in each diet
group (standard or cafeteria) were subjected to a reduction in renal mass by right nephrectomy
and ligation of two left renal artery branches, the inferior and superior branches leaving only
the posterior branch intact (subtotal nephrectomy, SNx or 5/6 nephrectomy).

At the end of the experiment (6 months), rats were anaesthetized (isoflurane 2%) and a
catheter was inserted into the right carotid artery for arterial pressure measurement and blood
sampling. Then, the heart, left kidney and epidydymal adipose tissue were removed, weighed,
rinsed and stored at -80°C. The left ventricle (LV) including septum was weighted separately
and cut into several pieces. Arterial blood was collected in heparinized sample, centrifuged at

4°C and plasma was stored at -80°C.

Biochemicals analysis

Three days before the end of the protocol, rats were fasted for 5 hours and blood was taken
from the tail artery for glucose and insulin measurement. Glucose concentration was measured
by blood glucose meter (Freestyle Optium). Insulin concentration was determined by ELISA

5

69



(ultrasensitive rat insulin, Mercodia). The homeostasis model assessment of insulin resistance
(HOMA-IR) was calculated using the formula: HOMA-IR = (fasting blood glucose in
mg/dI*fasting plasma insulin in mU/ml)/2 430 [20].

Plasma creatinine level was determined by colorimetric assay (Cobas 8000 analyser, Roche).

Histochemical and immunohistochemical staining

For cardiac collagen staining, one piece of the LV was formalin-fixed, paraffin-embedded, and
3-5 um slices were cut for histological analysis. After haematoxylin-eosin coloration, the
collagen volume fraction was determined by Sirius red staining, as previously described [21].
CD68 immunohistochemical staining was used as a marker of rat macrophages and
determined in LV tissues, as previously described [22]. At least ten fields per slice were

quantified (Image J, NIH) to give one value per rat.

Analysis of mMRNA Expression by Real-Time PCR

Immediately after removal and weighing, another piece of the left ventricle was frozen in « RNA
later » solution (Life Technologies). Tissues were then dissociated in RLT buffer using a
FastPrep Homogeneizer (MP Biomedicals). Reverse transcription reactions were performed
on 500 ng total RNA using a reverse transcription Takara Kit (Takara Bio Europe) and real-
time quantitative PCR was done with the use of the Lightcycler 480 Il real time PCR instrument
(Roche). Primer pairs were generated using NCBI primer design application and were
designed to span an exon-exon junction (Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgium).
Forward and reverse primers sequences (Table 1) were used at a 60°C annealing
temperature. Data on gene expression were normalized according to RPLPO housekeeping

gene expression.

Statistics
Quantitative data were expressed as mean +/-SEM. Statistical analysis were performed using
two factor analysis of variance (ANOVA) and post hoc comparisons were performed by means
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of Fisher’s Protected Least Significant Differences (PLSD) test using STATVIEW software. A

p value of < 0.05 was considered significant

Results

Influence of cafeteria regimen and renal mass reduction on metabolic parameters.

The increase in body weight was more marked in the cafeteria group from week 6. The
difference was maintained after renal mass reduction despite the loss of weight induced by the
surgery (Fig 1A). Compared to their respective standard group, final body weight was
significantly higher in rats fed cafeteria diet, irrespective of the renal mass reduction (Figure
1B). This increase in body mass was associated with elevated adiposity, also independently

of the renal mass reduction (Fig 1C).

As reported in Table 2, elevated creatinine levels were observed in rats with renal mass
reduction. As expected, insulin level and HOMA-IR increased in rats fed cafeteria diet,
indicating a diet-related insulin resistance phenomenon. Subtotal nephrectomy tended to
lower, and to the same extent, plasma insulin and the HOMA-IR, whatever the diet. No
modification of blood calcium and phosphorus levels following renal mass reduction was
observed. Cafeteria diet was associated with an increase in left kidney weight and more clearly
when indexed to tibia length in rats which have not undergone surgery (intact rats). The usual
compensatory hypertrophy of the remaining left kidney was observed after the 5/6™

nephrectomy, and as observed in intact rats, it was more marked in cafeteria fed rats.

Cardiac morphological and histological alterations following cafeteria regimen and renal mass

reduction
Regarding cardiac parameters, we observe that heart weight indexed to tibia length was higher

in cafeteria rats with or without subtotal nephrectomy (Table 2). The cardiac hypertrophy was
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mainly due to left ventricular hypertrophy. Interestingly, the rise in heart weight index in
nephrectomised rats was significantly enhanced in rats fed cafeteria diet when compared to
those fed standard rat chow. Mean arterial pressure and pulsed pressure were not affected by
the cafeteria diet in intact rats. Both pressures were elevated in nephrectomised groups and

the rise was lower in rats fed the cafeteria diet (Table 2).

As illustrated in Figure 2 (A-B), Sirius red staining of the left ventricle was significantly higher
in cafeteria fed rats without renal mass reduction (intact rats). Subtotal nephrectomy increased
the area of Sirius red staining in cafeteria fed rats whereas it devoid of significant effect in
standard chow fed rats. Of note, Sirius red staining area was also significantly larger in SNx
fed cafeteria diet compared to SNx rats on the standard chow.

Concerning markers of inflammation, we observed an elevation of CD68 staining only in rats

fed cafeteria diet that have undergone renal mass reduction (Fig 2 C-D).

mRNA Expression of markers of cardiac fibrosis

Markers of cardiac fibrosis expression were shown in Fig 3A-B. We observed a tendency to
elevation of Gal-3 and GDF-15 following high fat diet, and also after nephrectomy (Fig 3A-3B).
As reported in Figure 3C, a slight decrease of IL-33 was observed following nephrectomy,
independently of regimen (no significant). Contrastingly, we did not observed elevation of ST2L

or sST2 (Fig 3D-3E).

mRNA Expression of EndMT markers

We observed an increase of collagen 1 and nestin mRNA expression levels in rats which
underwent renal mass reduction, independently of regimen (Fig 4B-C). Otherwise, we did not
observe variations of mMRNA expression levels influenced by cafeteria diet or renal mass

reduction for the other markers of EndMT (Table 3) and TGF-B1 (Fig 4A).
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Discussion

In this study we evaluated if cardiac remodeling associated with CKD is worsened when
metabolic alterations are already present in rat model of metabolic syndrome. We show that
cardiac fibrosis and inflammation associated with CKD are enhanced in our model of metabolic
dysfunction profile. We also suggest that EndMT phenomenon is implied in cardiac fibrosis

process.

In the present model, the cafeteria type diet administered was rich in fat (lard), sugar (soda)
and also in salt (cheese). This type of diet closely reproduces western diet type and obviously
led to obesity and insulin resistance in the present rats as reported in Wistar rats [23]. To obtain
a chronic kidney disease, subtotal nephrectomy was realized and as expected, creatinine level
was elevated. Although significance level was not achieved, the rise of plasma creatinine
induced by SNx was two-fold higher in rats fed cafeteria diet compared to those on regular rat
chow. In patients who had undergone unilateral nephrectomy, proteinuria and renal
insufficiency were mostly observed in obese patients [24]. Collectively, these observations
confirm that pre-existing obesity and insulin resistance may worsen the deterioration of renal

function in chronic kidney disease.

Besides its impact of renal function, metabolic disturbance per se may also affect cardiac
structure. Associated with metabolic changes, the cafeteria diet resulted in cardiac hypertrophy
even in absence of renal mass reduction, thus suggesting a direct effect of the diet. This is in
accordance with the increase of LV mass reported in mice fed high fat diet [25] and in Wistar
rats fed hypercaloric western-type diet, a regime similar to that used in the present study [26].
On the other hand, heart weight was increased in rats with subtotal nephrectomy as already
reported in children [27] and in rats [28]. Yet, the influence of a pre-existing metabolic
syndrome on the cardiac alterations consecutively observed in CKD has not been investigated

and it represents the main objective of the present study. Rats fed cafeteria diet with higher
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body weight and HOMA-IR exhibited a more marked increase in heart weight index when
submitted to a subsequent impairment of renal function. Taken together, our results confirm
that Western-type diet, i.e. insulin resistance and obesity, induces per se a cardiac remodeling

and demonstrate that it aggravates the impact of CKD on heart structure.

Similarly, cardiac fibrosis evidenced by Sirius red staining was enhanced by subtotal
nephrectomy (non-significant) or the cafeteria diet (significantly) by themselves and further
increased when renal failure occurred in presence of metabolic disturbances. Fibrosis
contributes significantly to cardiac remodeling, but promoters involved in these phenomena
are still unclear. The ST2L/IL-33 axis showed anti-inflammatory and cardioprotective effects
by reducing cardiac hypertrophy and myocardial injury [29], whereas the circulating soluble
form of ST2 (sST2) acts as a decoy receptor and has emerged as a prognostic biomarker in
patients with heart failure and chronic kidney disease [30,31]. Furthermore, sST2 is increased
in severe obesity and plays an important role in the vascular remodeling associated with
obesity [32]. In the present study, ST2L and sST2 expressions were not affected by the regime
or renal mass reduction, thus suggesting that they are not involved at this stage. In contrast,
the expression of IL-33 appears to be diminished after subtotal nephrectomy and the reduction
seems to be more pronounced in rats previously fed a rich diet. In contrast, Galectin-3 (Gal-
3), a member of the lectin family with profibrotic properties [33,34] seems to be slightly higher
after a rich diet and after subtotal nephrectomy. Therefore, the more marked fibrosis in CKD
rats previously fed a Western type diet may also result from imbalance between pro- and anti-

fibrotic cardiokines

In the present model of obesity and insulin resistance, an elevation of arterial pressure does
not appear to be a major determinant of cardiac hypertrophy and fibrosis. Conversely, a rise
in arterial pressure accompanied cardiac hypertrophy and fibrosis in CKD rats on regular chow.
Yet, enhancement of cardiac alterations observed in cafeteria fed rats submitted to later
subtotal nephrectomy were not related to an additional rise in arterial pressure. It can be

therefore concluded that the worsening of cardiac alterations seen when both pathologies are
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present is not predominantly due to an increase of arterial hypertension. Inflammation is
another factor that could promote cardiac fibrosis. Indeed, we observe a high CD68 staining,
indicator of macrophages infiltrates in CKD rats fed cafeteria type diet. In addition, expression
of GDF-15, an inflammatory factor of the TGF-31 superfamily [35], had a tendency to increase

after combined rich diet feeding and subtotal nephrectomy.

TGF1 [36] is one of the factors with aldosterone [37] implicated in cardiac fibrosis.
Expressions of the aldosterone synthase and mineralocorticoid receptor were not investigated
in the present experiment. In contrast, TGF-$1 expression was determined since
hyperinsulinemia stimulates its overexpression by cardiac fibroblasts, thus leading to fibrosis
[38]. In our study, no increase of TGF-1 expression was observed in CKD rats, independently
of the diet, a finding that does not favour its role in cardiac fibrosis in this situation. The absence
of implication of TGF- 1 pathway remains to be confirmed and regulatory phenomena that
may interfere after its expression should be investigated. Of note, BMP-7 may oppose TGF-
beta-induced fibrogenesis [39], and administration of exogenous BMP-7 inhibits cardiac
fibrosis progression [40]. Since our results were collected at the end of 6 months of cafeteria
diet and 2 months of renal mass reduction, an earlier stimulation of TGF-31 cannot be excluded
and may have participated in cardiac alterations. Taken together, our results suggest that
cardiac inflammation associated with a chronic kidney disease is aggravated in presence of

obesity and insulin resistance phenotype.

The predominant cellular mediators of cardiac fibrosis are thought to be myofibroblasts. The
origin of these myofibroblasts may result from fibroblastic cells transdifferentiated from cells of
endothelial origin. In our study, we reported an elevation of expression of collagen 1 and nestin
in CKD rats, independently of the diet. EndMT is a complex process and results a reduction in
cell junctions objectified by a down regulation of endothelial markers, such as VE-cadherin and
PECAM-1, and an increase in cell motility and expression of mesenchyme markers, such as

11
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a-SMA and FSP-1 [41]. EndMT plays an important role in development, regeneration and
pathological processes, such as fibrosis and tumour stroma formation. Previous studies
reported that myofibroblasts involved in reparative and reactive fibrosis are characterized by
nestin expression [42,43]. Nestin is an intermediate filament protein that could form
heterodimers with other intermediate filament proteins including vimentin and desmin [44].
Several studies reported that nestin was highly expressed during embryogenesis and
downregulated or absent in the adult rat [45,46]. Other studies reported that heart may contain
nestin resident progenitor cell population implicated in cardiac remodeling and/or regeneration
[47]. Nestin rather a-SMA expression may represent a more appropriated marker of activated
fibroblast during reactive fibrosis [48]. Indeed, the preponderance of collagen type 1) cells
coexpressing nestin rather than a-SMA suggests that a-SMA expression was not required to
initiate the reactive fibrotic response [42]. TGF-1 is also known to stimulate the myofibroblast
transdifferentiation [49]. Despite the lack of increase at the end of our protocol, its participation
to EndMT in the initial phase cannot be excluded. According to the results obtained and to the
best of our knowledge, we can suggest for the first time that EndMT phenomenon is implied in
cardiac fibrosis process in CKD; however, these results have to be confirmed, especially in a
kinetic study. To resume, our study shows that a pre-existing metabolic disease amplifies CKD
induced-cardiac remodeling and suggests that endothelial to mesenchymal transition

phenomena is implied in the cardiac fibrosis process.
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Table 1: primer pairs used for gPCR

Name Forward primer Reverse primer
CD31 (PECAM) 5’- CCTTCTGCTCTGTTCAAGCCT-3" 5’- GAGAGGTGGTGCTGACATCC-3’
COLLIAL1 5’- GACTGTCCCAACCCCCAAAA-3’ 5’- TGGGTCCCTCGACTCCTATG-3’
Elastin 5’- GGAAAGTTCCTGGTGTCGGT-3’ 5’- AACCTTGGCCTTGACTCCTG-3’
FSP1 5’- TCAGCACTTCCTCTCTCTTGG-3’ 5’- TCTGTCCTTCTCCCCAGGAA-3’
Gal3 5’- AGCCCAACGCAAACAGTATC-3’ 5’- GGCTTCAACCAGGACCTGTA-3’
GDF-15 5- TGTTCCTGCTGCTCTTGCTG-3’ 5-TCGCACCTCTGGACTGAGTATC-3’
IL33 5’- CCCTGAGCACATACAACGACC-3’ 5’- CACCATCAGCTTCTTCCCATC-3’
Nestin 5’- TTGGCTTTCTGGACCCCAAG-3’ 5’- GGGCTCTGACCTCTGCATTT-3’
RPLPO 5’- CACTGGCTGAAAAGGTCAAGG-3’ 5’- GACTTGGTGTGAGGGGCTTA-3’
sST2 5’- CGTTACCTTCCTGTGCCATT-3’ 5’- CTCCATTTGCCAATCATGTG-3"
ST2L 5’- ATGATTGGCAAATGGAGAAT-3’ 5’- TTCTAGACCCCAGGATGTTT-3’
TGF-B1 5'- GACCGCAACAACGCAATCT-3' 5'- GACAGCCACTCAGGCGTATC-3'
z/CF;;(ISﬁ?; win 5’- TAGGCAAGATCAAGTCAAGCGT-3’ 5’- AGTCTCCAGGTTTTCGCCAG-3’
Vimentin 5’- TGCGGCTGCGAGAAAAATTG-3’ 5’- GGTCAAGACGTGCCAGAGAA-3’
a-SMA 5’- CCGGGACTAAGACGGGAATC-3’ 5’- TTGTCACACACCAAGGCAGT-3’
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Table 2. Metabolic parameters, organs weight and blood pressure after 6 months of

Standard or Cafeteria feeding without (Intact) or with later (at 4 months) subtotal

nephrectomy (SNXx).
Diet Standard Standard Cafeteria Cafeteria
Surgery Intact SNx Intact SNx

Plasma creatinine pmol/L 34.2+5.1 54.0 + 7.0% 31.7+12 70.5 + 10.3%
Plasma calcium 2.40+0.05 2.57+£0.04 2.38 £0.05 2.56+0.10
Plasma phosphorus 1.60 £ 0.06 1.58 £ 0.09 1.57 £ 0.04 1.80 £ 0.25
Glycaemia mg/dL 90 +2 94 +2 95+2 91+3
Insulin mU/L 92 +17 66 + 22 177 £ 13} 112 £ 19%F
HOMA-IR 33:08 26+1.0 6.9+ 0.67 44+07%%
Final Body Weight g 527 + 17 500 + 35 610 + 13% 539 + 23%
Left kidney Wt mg 1250 + 34 1477 + 82 1332+ 34 1833 + 160}
Left kidney Wt index mg.cm™’ 290+ 7 341 + 20 321+10F 444 + 43%F
Heart Wt mg 1093 + 45 1285 + 49 1188 + 30 1450 £ 61%
Heart Wt index mg.cm” 254 + 10 207 + 12 286 + 8t 353+ 17%%
Left ventricular Wt mg 793 +37 972 + 34* 868 + 22 1067 + 48*
LV Wt Index mg.cm™ 184+9 224 + 8% 209+ 6 260 + 13%
RV Wt index mg.cm’ 43 + 1 4742 49+ 2 54 + 2%
Tibia length cm 430004 | 4.33%003 | 4.16+0.04 4.12+0.04F
Mean Arterial Pressure mmHg 106 + 10 139 + 24% 105 + 6 114 + 9%
Pulse Pressure mmHg 3342 54 1+ 4% 3743 42+ 3%

HOMA-IR: homeostatic model assessment for insulin resistance. Wt: weight. LV: left ventricle.

RV:right ventricle. MAP: Mean arterial pressure. * indicates P<0.05 vs intact group in the same
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diet (SNx effect); t indicates P<0.05 vs Standard group with the same renal surgery (diet

effect).
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Table 3. mRNA expression levels of various markers of EndMT after 6 months of Standard

or Cafeteria feeding without (Intact) or with later (at 4 months) subtotal nephrectomy (SNx).

85

Diet Standard Standard Cafeteria Cafeteria
Surgery Intact SNx Intact SNx

Vimentin 0.05978 + 0.04881 + 0.05204 + 0.05637 +
0.00585325 0.00172646 0.00673197 0.060558286

Elastin 0.00266 + 0.00291 + 0.00336 + 0.00406 +
0.00028775 0.00022756 0.00059862 0.00040284

S100A 0.00218 = 0.00228 + 0.00230 * 0.00333 +
0.0002141 0.0000963 0.00012959 0.00061206

a-SMA 0.06399 + 0.04868 + 0.05095 + 0.05596 +
0.00573091 0.00210651 0.00438947 0.00569581

Cadherin 0.03825 0.03732 0.03385 + 0.03833
0.00107763 0.00098593 0.00725532 0.0029136

PECAM-1 0.01580 + 0.01635 + 0.01579 0.01699 +
0.0070668 0.0049294 0.0070617 0.0053729
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Figure legends:

Figure 1: A. Body weight evolution of rats during the diet. B. Final body weight. C. Final
epidydimal adipose tissue weight.

SNXx: subtotal nephrectomy; Caf: cafeteria diet. * indicates P<0.05 vs intact group in the same
diet (SNx effect); t indicates P<0.05 vs Standard group with the same renal surgery (diet

effect).

Figure 2: A. Sirius red staining area. B. Histological observation of fibrosis using Sirius red
staining (X400). C. CD68 staining area. D. Histological observation of macrophages infiltration
using CD68 staining (X400).

SNXx: subtotal nephrectomy. * indicates P<0.05 vs intact group in the same diet (SNx effect);

indicates P<0.05 vs Standard group with the same renal surgery (diet effect).

Figure 3: Expression levels of mRNA (relative to RPLPO) for (A) Gal3, (B) GDF15, (C) IL33,
(D) ST2L, and (E) sST2.

SNx: subtotal nephrectomy. No significant change was detected between groups.

Figure 4: Expression levels of mRNA (relative to RPLPO) for (A) TGF-31, (B) collagen 1 and

(C) nestin.

SNx: subtotal nephrectomy. * indicates P<0.05 vs intact group in the same diet (SNx effect);

indicates P<0.05 vs Standard group with the same renal surgery (diet effect).
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Figure 2
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Figure 4
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Discussion

L’objectif principal de ce travail était d’évaluer si un syndrome métabolique pré-existant

exacerbe une pathologie cardiaque associée a l'insuffisance rénale chronique.

Cette étude menée chez le rat présente le caractére original d’administrer un régime
superposable a une nourriture occidentale riche en gras, en sel et en sucre proche
d’'une alimentation humaine déséquilibrée. L’administration d’un régime type
occidental, et I'obésité et linsulino-résistance qui en découlent, induisent une
hypertrophie cardiaque. Un état de syndrome métabolique pré-existant a I'insuffisance

rénale chronique aggrave les altérations cardiaques observées.

Parmi les atteintes observées, le processus inflammatoire mis en jeu suggere un état
pré-inflammatoire chez les rats présentant un phénotype d’insulino-résistance.
Toutefois, ces résultats ne sont pas confirmés par la surexpression de TGF-f. Nous
pouvons supposer que le temps observationnel de 6 mois est trop tardif pour observer
une stimulation de TGF-f, supposée plus précoce. Des phénomenes de régulation qui

pourraient interférer apres leur expression sont également a prendre en considération.

Les marqueurs de fibrose cardiaque étudiés n’ont pas montré de surexpression de
ST2L et sST2. En revanche, nous observons une diminution (non significative) de I'lL-
33, connue comme étant une interleukine cardio-protectrice, avec l'insuffisance rénale
chronique, sans effet du régime. Ces résultats sont a mettre en lien avec ceux de
Martinez et al. (234) qui observent une dérégulation de la voie sST2/ IL33 au sein des
adipocytes chez des rats nourris avec un régime riche en graisses. Nous observons

également une tendance a la surexpression de GDF-15 et de Gal-3 avec 'IRC, quel
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que soit le régime administré. Nous pouvons conclure a une augmentation des signaux
de fibrose cardiaque avec le syndrome métabolique, majorant la fibrose observée

induite par l'insuffisance rénale chronique.

Concernant l'origine de la fibrose cardiaque, pour la premiéere fois, nous pouvons
évoquer des phénomenes de transition endothélio-mésenchymateuse impliqués dans
le processus de fibrose cardiaqgue au cours de linsuffisance rénale chronique.
Toutefois, ces résultats observés par PCR présentent des limites et seront confirmés
par étude histologique par immunofluorescence directe, dans la perspective
d’observer une co-expression de marqueurs endothéliaux et mésenchymateux sur une

cellule cardiaque.

Conclusion

En conclusion, cette étude montre que I'insulino-résistance et 'obésité (se rapprochant
du syndrome métabolique) exacerbe le remodelage cardiaque chez les rats présentant

une insuffisance rénale chronique.

D’autre part, des phénomenes de transition endothélio-mésenchymateuse pourraient
étre impliqués dans le processus de fibrose cardiaqgue dans la maladie rénale

chronique.
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Chronologie de l'installation de la fibrose cardiaque a partir d’un

modeéle animal ayant développé une insuffisance rénale chronique.

Contexte

Les mécanismes liés a l'installation de la dysfonction diastolique chez les patients
atteints d'insuffisance rénale chronique ne sont pas entierement compris, mais des
changements structurels tels que I'nypertrophie ventriculaire gauche et la fibrose
contribuent a ce processus. Nos travaux préliminaires ainsi que d’autres études ont
montré qu’une insuffisance rénale chronique chez le rat entraine une fibrose cardiaque
précoce et un dysfonctionnement diastolique, qui évolue vers un remodelage et un
dysfonctionnement plus global du ventricule gauche. En revanche, et selon I'état actuel
des connaissances, la cinétique d’installation de I'atteinte cardiaque n’est pas étudiée

dans l'insuffisance rénale chronique.

Justification de I'étude

Les altérations cardiaques observées aux niveaux structurel et fonctionnel seront
étudiées dans le modéle animal de rat néphrectomisé au 5/6 (5/6 SNx). Cette étude
est en cours de rédaction, dans l'attente d’étre complétée par I'étude de marqueurs

potentiellement impliqués dans l'atteinte cardiaque comme les cardiokines.
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Matériel et méthodes

La premiére partie de cette étude a été menée sur 36 rats Wistar méales (Charles River)
agés de 12 semaines au moment de la réduction de la masse rénale (SNx, n=21) ou
de l'opération blanche (Sham, n=15). Les rats sont observés pendant 12 semaines
(série 1) ou 20 semaines (série 2) selon le flowchart suivant. Deux rats SNx de la série

1 ainsi que 3 rats de la série 2 sont décédés avant la fin du protocole.

Série 1 Série 2

3 ¥
1 rat décédé 3 rats décédés

4
1 rat décédé

SNx (T0)
Echographie

8w
Echographie

12w
Echographie +
prélévements

v

Le second volet de cette étude compare les atteintes cardiaques aprés 12 semaines
d’insuffisance rénale chronique initiée soit a 'age de 6 semaines (série 3) soit a I'adge
de 12 semaines (série 1 précédente). Dans cette série 3, 9 rats Wistar males ont subi

une néphrectomie subtotale (n=7) ou non (n=2) selon le flowchart suivant :
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Série 1 Série 3

Sham SNx
n=2 n=7

2 ¥
1 rat décédé

12w =5 ;
A
prélévements i n=2 ns=

4 ¥

1 rat décédé 1 rat décédé

A TO, une échographie cardiaque a été réalisée a l'aide du Vevo 3100 (Visual
sonics/Fujifilm) sous anesthésie générale a I'isoflurane 2%. Trois a cing jours plus tard,
la néphrectomie des 5/6 (SNx) a été réalisée sous anesthésie gazeuse (isoflurane) et
analgésique (buprénorphine), par ligature de 2 des 3 arteres rénales du rein restant
aprés exérese du rein droit. Les rats témoins (sham) ont subi une opération sans
réduction de la masse rénale. A 6 semaines, 8 semaines, 12 semaines ou 20 semaines
post-néphrectomie subtotale (selon les séries 1, 2 ou 3), les rats ont été anesthésiés
(isoflurane 2%) et une nouvelle échographie cardiaque a été réalisée a I'aide du Vevo

3100 (Visual sonics/Fuijifilm). En paralléle, TECG a été monitoré.

A la fin du protocole (12 semaines pour les séries 1 et 3, 20 semaines pour la série 2),
les rats ont été placés 3 jours en cage a diurése afin d’évaluer la balance hydrique et
de collecter les urines. Aprés anesthésie des rats (isoflurane et xylocaine), un cathéter

est placé dans la carotide droite afin de mesurer les pressions artérielles et d’effectuer
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les prélevements sanguins. Le sang artériel a été collecté dans des tubes héparinés,
centrifugé, échantillonné et stocké a -80°C. Puis, apres injection 1étale (Pentobarbital
sodium), le cceur et le rein ont été prélevés, pesés, lavés, découpés et stockés a -

80°C.

Les dosages biochimiques urinaires issus des cages métaboliques (créatinine,
albumine, protéines) ainsi que les prélévements sanguins (créatinine, urée) ont été

réalisés a I'aide d’un Cobas 8000 (Roche, France).

L’analyse des images échocardiographiques a été réalisée a laide du logiciel
VisualSonics Vevolab 3.1.0 et Vevostrain dédié. Les épaisseurs des parois antérieures
et postérieures ainsi que les distances intraventriculaires du VG en diastole et systole
ont été mesurées, ainsi que la masse du ventricule gauche (LVMlIcor) estimée par la
formule des cubes corrigée. L’épaisseur relative de la paroi en diastole (RWTd) a été

calculée selon la formule :

((LVAWd + LVPWd)/LVEDd)X100

LVAWCA : épaisseur de la paroi antérieure en diastole

LVPWd : épaisseur de la paroi postérieure en diastole

LVEDd : diametre interne du ventricule gauche en diastole

Les ondes E (vitesse de remplissage rapide en diastole) et A (vitesse de remplissage
tardif due a la contraction de l'oreillette gauche en diastole) mesurées permettent
d’établir I'index E/A relatif aux dynamiques de pressions de remplissage du ventricule

gauche (VG). Le Doppler tissulaire de 'anneau mitral a permis de mesurer I'onde €’
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(vitesse de déplacement de I'anneau mitral) et de calculer I'index E/e’. Ces 2 ratios ont
été utilisés pour évaluer la dysfonction diastolique. D’autres parameétres en relation
avec la fonction ventriculaire ont été mesurés, comme le temps de contraction
isovolumétrique (IVCT), le temps de relaxation isovolumétrique (IVRT), le temps
d’éjection (ET) et nous ont permis de calculer I'index de performance myocardique,
nommé MPI et calculé par le TEI. Le TEI évalue la fonction myocardique globale,

incluant les fonctions diastolique et systolique.

TEI = (IVCT + IVRT)/ET

L‘imagerie de déformation 2D a été utilisée afin de mesurer le strain longitudinal global

(GLS) ainsi que le strain rate (Sre).

Les données obtenues ont été exprimées en moyenne + erreur standard a la moyenne
(SEM). Les analyses statistiques ont été réalisées par I'analyse des variances ANOVA
(1 facteur ou 2 facteurs), et les comparaisons post-hoc ont été réalisées par la méthode
de Tukey a l'aide du logiciel Graphpad. Une valeur de p < 0,05 est considérée comme

statistiguement significative.

Les résultats seront discutés au fur et a mesure puis une conclusion générale sera

apportée a ce travail.
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Résultats et discussion

Evaluation des flux hydriques chez les rats 5/6 SNx

Comme présenté sur la figure 8, nous observons une nette augmentation de I'excrétion
urinaire chez les rats 5/6 SNx consécutive a la néphrectomie subtotale. L’excrétion
urinaire a tendance a s’élever chez les rats Sham 20w du fait de I'lRC. Afin de
compenser 'augmentation de I'excrétion urinaire chez les rats 5/6 SNx, une élévation
de la consommation hydrique s’observe, en particulier chez les rats agés de 12
semaines et s’atténue sur le groupe 20 semaines. Cette observation est probablement
liée a une évolution défavorable de 'IRC.

Quels que soient les groupes, nous observons une balance hydrique positive, avec
une tendance a la diminution de la balance dans les groupes dont la masse rénale a

été réduite.
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Figure 8 : Consommation d’eau, excrétion d’urines quotidienne et balance hydrique

observées chez les rats témoins et SNx.
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Evaluation de I'atteinte rénale chez les rats 5/6 SNx

La figure 9 met en évidence l'installation d’'une hypertrophie rénale compensatrice

aprés la néphrectomie subtotale.
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Figure 9 : Poids du rein gauche indexé sur la longueur du tibia.
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Le rein gauche restant a été pesé et indexé a la longueur du tibia des rats. Nous
observons linstallation d’une hypertrophie rénale compensatrice aprés la
néphrectomie subtotale. Toutefois, I’hypertrophie rénale semble majorée lorsque les
rats sont néphrectomisés a 6 semaines de vie.

Cette hypertrophie rénale se caractérise par une augmentation de taille des
glomérules (observés en figure 10), scléroseés et fibreux. Nous observons également

une hypertrophie des tubules avec de nombreux dépdts protéiques tubulaires.

100



Figure 10 : Lésions rénales observées chez un rat néphrectomisé au 5/6 a 12

semaines.

A

Fibrose <

™~

A gauche, rein gauche restant suite a la néphrectomie des 5/6 (rouge picrosirius,

X200).

A droite, rein droit contrble (rouge picrosirius, X200).

L’insuffisance rénale chronique observée chez les rats 5/6 SNx a été évaluée par les

mesures plasmatiques de créatinine, urée, débit de filtration glomérulaire (UV/P) et

ratio protéine/créatine urinaires (figures 11 et 12).
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Figure 11 : Créatininémie et urémie mesurées chez les rats 5/6 SNx 12 et 20 semaines

post-néphrectomie subtotale et leurs contréles.
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Figure 12 : Clairance de la créatinine (ml/min/kg) estimée selon UV/P.
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Figure 13 : ratios protéine / créatine urinaire observés chez les rats 5/6 SNx et leurs

contréles.
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Comme attendu, nous observons des valeurs de créatinine et d’urée sanguines plus
élevées dans les groupes néphrectomisés au 5/6, que ce soit a 6 ou 12 semaines de
vie. La significativité n’est pas atteinte du fait d’'un faible effectif de rats témoins. La
clairance de la créatinine est altérée dans tous les groupes 5/6 SNx observés et
confirme la présence d’une insuffisance rénale chronique stable. Toutefois, I'élévation
du rapport protéine/créatinine urinaire dans le groupe 5/6 SNx 20 semaines comparé
au groupe 5/6 SNx 12 semaines suggére une atteinte rénale progressive et plus sévere

au cours du temps.
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Altérations cardiaques observées au cours de I'IRC

Etude des parameétres échocardiographiques et indices de fonction ventriculaire

gauche chez les rats contrdles et 5/6 SNXx.

Le tableau ci-dessous représente les parametres expérimentaux et

échocardiographiques observés dans les séries 1, 2 et 3 a la fin des études.
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Série 1 Série 2 Série 3
Groupes Témoins SNx Témoins SNx Témoins SNx
Age du 5/6 SNx 12 sem 12 sem 12 sem 12 sem 6 sem 6 sem
Dureée de I'lRC 12 sem 12 sem 20 sem 20 sem 12 sem 12 sem
-PAM, mmHg 117 +6 134 + 14 130 +£5 146 + 13 131 £4 164 + 24
-FC, bpm 310+12 348 +15 334 +12 357 +10 3555 388 +17
-Poids final, mg 623 +9 643 + 30 748 +12 744 + 21 637 + 100 627 + 46
-Poids cardiague 3,34 £+0,09 3,71 +0,21 3,81 +0,07 3,80+0,25 3,27+0,33 4,50+0,43
Indexé, mg/mm
Parameétres écho-cardiographiques
- FE, % 69 +3 74 £2 66 +4 71+3 833 68 +8
-LVPWd, mm 2,11 +£0,13 2,20+0,09 1,96 +0,41 2,30 +£0,21 2,32 1,92 £0,14
-LVPWSs, mm 3,27 +0,17 3,59+0,16 3,20 +£0,27 3,57 £0,21 3,58 2,890 +0,12
-LVAWd, mm 1,90+0,06 2,10+0,13 2,00+0,23 2,24 +£0,16 1,68 1,88 £0,12
-LVAWs, mm 3,03+0,10 3,50+0,15 3,27 +0,18 3,50 +0,16 3,00 2,98 +0,10
-LVIDd, mm 8,35+0,30 8,76+0,18 9,22 +0,08 8,64 +0,24 6,66+034 6,44+0,10
-LVIDs, mm 492+0,25 4,84+0,23 5,65+0,33 498+0,30 3,11+037 3,83+0,43
-IVCT, ms 23+0,8 26 +1,5 22 +3,4 2517 19 +1,1 21 £1,1
-IVRT, ms 23 +1 24 1 24 +1,6 28 +3,8 19+0,6 20+0,2
-ET, ms 64 £2,7 53+3,7 70 £5,2 58 £ 3,9 55+14 5725
-E, mm/s 758 + 13 756 + 72 791 +71 805 + 28 909 + 51 794 + 51
-A, mm/s 544 + 44 621 107 452+ 105 804 + 38 643 + 68 747 =11
-e’, mm/s 342 35+5 29+4 27 +£3 24 +3 34 £10

A : vitesse de remplissage diastolique tardif, E : vitesse de remplissage diastolique

précoce, e’ : vitesse de déplacement de I'anneau mitral, ET : temps d’éjection aortique,

FC : fréquence cardiaque, FE : fraction d’éjection, IVCT : temps de contraction

isovolumétrique, IVRT : temps de relaxation isovolumétrique, LVPW : épaisseur paroi
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postérieure du ventricule gauche, LVAW : épaisseur paroi antérieure du ventricule

gauche, LVID : diamétre interne du ventricule gauche, PAM : pression artérielle

moyenne.

Premier volet de I'étude : chronologie de l'atteinte cardiaque chez les rats

néephrectomisés au 5/6 a 12 semaines de vie (séries 1 et 2).

Hypertrophie ventriculaire

Nous observons une élévation de la masse du ventricule gauche liée au temps

(p=0,03), sans effet lié a la néphrectomie subtotale (figure 14). Cet effet est expliqué

par une croissance continue de I'animal étudié.

Figure 14 : Effet de la néphrectomie subtotale apres 6, 8, 12 et 20 semaines sur la

masse du ventricule gauche.
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Lorsque nous indexons la masse du VG a la longueur du tibia des rats, nous
n‘observons pas d’hypertrophie du VG quel que soit le temps observationnel (12 ou

20 semaines).

Le remodelage concentrique du VG a été évalué selon le RWT (relative wall thickness).
Ce remodelage se traduit par une cavité cardiaque de petite taille comparé aux
épaisseurs des parois pariétales normales. Nous n’observons pas de remodelage

concentrique quels que soient les groupes et le temps observationnel (figure 15).

Figure 15 : Evolution des épaisseurs de paroi myocardique du VG post-néphrectomie

subtotale au cours du temps.
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A ce stade de la maladie rénale chronique, nous n’observons pas d’hypertrophie ni de
remodelage concentrique du VG. Ces observations sont a mettre en lien avec la faible
élévation de la pression artérielle moyenne quels que soient les groupes 5/6 SNx

observés.
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Etude de la dysfonction diastolique du ventricule gauche.

Les échographies cardiaques ainsi que le Doppler tissulaire a 'anneau mitral nous ont
permis d’évaluer les pressions de remplissage estimées par les ratios E/A (figure 16)

et E/e’ (figure 17).

Comme présenté sur la figure 16, nous n’observons pas d’altération du ratio E/A
significative aprés 6, 8, 12 et 20 semaines post-néphrectomie. Les ratio E/A observés
dans les groupes de rats contrdles sont dans les valeurs attendues dans la littérature
(1,44 + 0,22) (235). Toutefois, nous observons une tendance a la baisse de ce ratio
traduisant une diminution de la qualité de la relaxation avec une contribution de la

systole atriale plus marquée des les 6 semaines post-néphrectomie subtotale.

Figures 16 : Effet de la néphrectomie subtotale au cours du temps sur le ratio E/A.
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Dans les séries 1 et 2, nous n‘observons pas d'altération du ratio E/e’ entre les groupes

5/6 SNx et controles quel que soit le temps observationnel (figure 17). L'écart par
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rapport a la moyenne est assez élevé dans le groupe 5/6 SNx 20w (série 2) du fait d’'un
rat présentant un profil mitral trés altéré avec un ratio E/e’ = 81. Les rats témoins
présentent un ratio plus élevé a TO et ces résultats peuvent étre expliqués par la
difficulté de visualisation de I'onde €’ lors de I'analyse des données. Nous pouvons
noter que les valeurs de I'onde e’ observées dans notre étude sont plus basses que les

valeurs habituellement établies chez le rat Wistar (ratio E/e’ = 13,4 £ 0,22) (235).

Figures 17 : Effet de la néphrectomie subtotale au cours du temps sur le ratio E/e’.
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Globalement, le profil mitral n'est pas altéré a 6, 8, 12 et 20 semaines post-
néphrectomie subtotale, ce qui suggere que les conditions de pré-charge sont
normales malgré le défaut de relaxation précoce suspecté. L'absence d’'élévation des
pressions de remplissages est confirmée par I'absence d’élévation du ratio E/A

observé dans les 2 séries.
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Fonction myocardique globale

La figure 18 illustre la fonction myocardique globale par la mesure de l'index de
performance myocardiaque (Tei) prenant en considération les fonctions diastoliques

et systoliques.

Figures 18 : Index de performance myocardique.
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Nous observons un effet lié a la néphrectomie subtotale, avec une différence entre les
rats 5/6 SNx TO vs 12w significative (p=0,02). Dans la série 2, une tendance a
I’élévation du MPI est également observée méme s’il n’atteint pas la significativité

(faible effectif).

Déformation du ventricule gauche

Le Strain longitudinal global (GLS) est calculé par la mesure du raccourcissement

myocardique (systole) du VG en plan longitudinal. Nous observons une tendance a la
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diminution du GLS dans la série 1 a 12 semaines post-néphrectomie subtotale

(p=0,08), comme présenté en figure 19.

Figure 19 : Strain longitudinal global observé chez les rats contréles et SNx.
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Cette tendance est également retrouvée dans la série 2 a 20 semaines apres la
chirurgie, bien que les rats témoins a TO présentent des valeurs Iégérement basses
du fait du faible effectif. Nous pouvons donc supposer une altération précoce de la

contractilité myocardique malgré une FEVG conservée a partir de 12 semaines suivant

la réduction de la masse rénale.

Nous n’observons pas de modifications du Sre dans les groupes témoins et contrbles
(figure 20). Toutefois, nous observons a TO des valeurs anormalement élevées des

5/6 SNx de la série 1, et des valeurs anormalement basses des témoins dans la série

2 (faible effectif).
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Figure 20 : Vitesse de déformation diastolique (Sre) observée chez les rats contrbles

et SNx.
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Les images 1 et 2 présentées sur la figure 21 illustrent I'analyse de la déformation

(raccourcissement) myocardique (GLS) ainsi que la vitesse de relaxation myocardique

(Sre) en coupes radiale et longitudinale. Nous observons un GLS moyen de -23,67% et

un Sre moyen de 9,22 ms a 12 semaines post-néphrectomie des 5/6 pour un rat

témoin. Sur les images 3 et 4, nous observons un GLS moyen altéré (-9,03%) ainsi

qu'une diminution du Sre (1,39 ms) chez un rat 5/6 SNx a 12 semaines post-

néphrectomie.
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Figure 21 : Images de déformation 2D chez un rat témoin et un rat 5/6 SNx 12

semaines post-néphrectomie.

1.

evo Rad do
000 -
e o i[5
00
Gr p
d d 0.800 £ A RR
Post. M 4 > 4 =
2 Post. Mid 1,672 0.40
Post. Apex [ / 4
Ant. Mid 1,672 e = T
[ Al Curves
0.4832 ¢ 0.400
Wall Delay: 180 b E1  me
0.300
M2 ™5
Hs ™
600 1 Average
= 000
o 80 60 0 0 0 0
ongitud do 018
0
o 8.400
00
=
0
0
0.000 -
~
600
9.200
06348
Wall Delay: 150
o — 800
8.400
0
0 60 0 0 0 30 6
100
B = 8 a8 @ Do) m

Segmental Synchronicity Page oF

[accuracy +/- 0.473]

[ Reverse Peak
188
Time To Poak / { Add Left | Add Right
R RR
Next RR
2 Post. Mid
Lot Anex L 2 e 15t RR Interval

2 All Curves
E1  me
M2 W5

80

Longitudinal Strain Rate Endo laccuracy +/- 0.721] 0187 ms.

212319 (3) 107

33.000

6.4008

9.2184
[Maximum Opposing Wall Delay: 10

H R Taper ici pour rechercher




[Radial Strain Endo
eg.

259126
IMaximum Opposing Wall Delay: 0

5 Ant. Mid

lAver. Curve
IMaximum Opposing Wall Delay: 80

Opposing Wall Delay: 100

1.0757

2.5402

13870
IMaximum Opposing Wall Delay: 160

P Taper ici pour rechercher

Segmental Synchror ®

Radial Strain Endo.
42.000

267

CO)
\ e

100

Longitudinal Strain Endo
22.000

17.600-
13.200

8.800-

Segmental Synchronicity Page .

 Radial Strain Rate Endo

Longitudinal St
7.000

“Time To Peak

114

[accuracy +I- 1.261] 0266 ms.

i)

Add Left | Add Right
RR RR

NextRR

1stRR Interval
i All Curves
H1 me
M2 ™5
s s
o Average

400 0 0 II ﬂ - 1Epi

[accuracy +/- 1.743] 0266 ms.

7 10
=) R 16/04/2

i =

[ Reverse Peak

Add Left | Add Right
RR RR

Next RR
15t RR Interval

Al Curves
1 E
m: ®3
H3 ®s
o Average

400

[accuracy +/- 0.680] 0266 ms.

T
) RA o



Ces exemples montrent que les résultats obtenus sont assez hétérogenes, avec une
diminution du GLS et du Sre au cours du temps sur quelques rats dont la masse rénale
a été réduite, alors que d’autres rats 5/6 SNx ne présentent pas d’altérations de la
contractilité myocardique, que ce soit a 12 semaines ou 20 semaines post-

néphrectomie subtotale.

D’une maniere plus générale, nous pouvons souligner que tous les résultats observés
sur les rats témoins a TO (n = 2) sont Iégérement altérés par rapport aux autres témoins
(PAM, E/e’ et MPI plus élevé, GLS et Sre diminués) et pourraient expliquer en partie

I'absence de significativité des parametres cardiaques étudiés sur la série 2.

Seconde partie : Altérations cardiaques observées chez les rats néphrectomisés

au 5/6 a 6 ou 12 semaines de vie (séries 1 et 3).

Dans le second volet de cette étude, nous avons comparé les atteintes cardiaques
aprés 12 semaines d’insuffisance rénale chronique initiée soit a 'age de 6 semaines

(série 3) soit a 'age de 12 semaines (série 1 précédente).

Hypertrophie ventriculaire

Comme signalé en premier volet de cette étude, nous n’avons pas constaté de
différence significative quant a la masse du VG indexé a la longueur du tibia chez les

rats 5/6 SNx a 12 semaines de vie. A 12 semaines d’'une néphrectomie subtotale plus
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précoce (6 semaines), nous observons une hypertrophie du VG (p = 0,002), indiquant
une altération cardiaque plus marquée (figure 22). Ces résultats pourraient étre

complétés par la mesure de la taille des cardiomyocytes.

Figure 22 : Effet de la néphrectomie subtotale a 6 et 12 semaines de vie sur la masse

du ventricule gauche indexée sur la longueur du tibia des rats.
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Malgré une hypertrophie du VG plus précoce observée chez les rats dont la masse
rénale a été réduite a 6 semaines de vie, nous n’observons pas de remodelage
concentrique, malgré une tendance a I’élévation du RWTd (figure 23). Nous pouvons
signaler que les valeurs observées dans la série de rats témoins est plus élevée que
les valeurs décrites dans la littérature (236). Cette surestimation du RWTd chez les

rats témoins peut expliquer 'absence de remaniement concentrique observé chez les

rats 5/6 SNx.
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Figure 23 : Evaluation des épaisseurs de paroi myocardique du VG selon I'adge au

moment de la néphrectomie subtotale.
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Etude de la dysfonction diastolique

Les parametres de dysfonction diastolique observés lorsque la néphrectomie subtotale
est plus précoce ne semblent pas altérés (figure 24). De méme que pour le groupe
néphrectomisé au 5/6 a 12 semaines de vie (série 1), nous observons une diminution
du ratio E/A pouvant suggérer un défaut de relaxation du VG sans modification des

conditions de pré-charge de ce dernier (E/e’ normal).

117



Figures 24 : Ratios E/A et E/e’ selon 'dge au moment de la réduction de la masse

rénale.
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Fonction myocardique globale

Comme observé lors de la premiére partie de cette étude, nous observons une
altération des performances myocardiques 12 semaines apres néphrectomie subtotale
chez les rats dont la masse rénale a été réduite a 12 semaines de vie. Comme
présenté sur la figure 25, nous n’observons pas de performances myocardiques plus

altérées lors d’une néphrectomie subtotale plus précoce.
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Figure 25 : Mesure des performances myocardiques selon I'adge des rats au moment

de la néphrectomie subtotale.
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Déformation du ventricule gauche

La figure 26 met en évidence la diminution du GLS observé quel que soit le temps de

la chirurgie (6 semaines ou 12 semaines).
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Figure 26 : Strain longitudinal global (GLS) et strain rate (Sre) observés selon 'age

des rats au moment de la réduction de la masse rénale.
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Cet effet est moins marqué lorsque les groupes 5/6 SNx sont comparés aux témoins
a 12 semaines. Le Sre est également diminué dans les 2 groupes 5/6 SNx avec un
effet moins marqué comparés aux témoins a 12 semaines. Nous observons les mémes
tendances relevées dans la premiére partie de I'étude concernant la série dont la
masse rénale a été réduite a 12 semaine de vie, sans altérations plus marquées du

groupe opéré a 6 semaines de vie.
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Conclusion

En conclusion, tous les groupes de rats néphrectomisés au 5/6 étudiés présentent une
insuffisance rénale chronique claire et s’accompagnent d’une hypertrophie

compensatrice rénale par augmentation du volume des néphrons.

L’hypertrophie du VG a été évaluée par sa masse (indexée a la longueur du tibia) et
par I'épaisseur des parois relative (RWT). Nous n’avons pas observé d’hypertrophie ni
de remaniement concentrique du VG, ces résultats étant concomitants d’'une faible
élévation de la pression artérielle moyenne. Nous n’observons pas de défaut de
relaxation bien qu’une tendance se dessine a partir de 12 semaines post-néphrectomie
subtotale, avec une diminution du ratio E/A et un ratio E/e’ conservé. Ces résultats

sont en faveur d’une absence (ou de prémices) d’'une baisse de la compliance du VG.

Parallelement, les performances myocardiques globales sont altérées de maniére
significative dés les 12 semaines post-néphrectomie subtotale. Des signes de
dysfonction systolique pourraient étre présents avant la chute de la FEVG et pourraient
étre mis en évidence par l'altération de la déformation myocardique longitudinale

(GLS).

Ces 2 séries de rats ont été néphrectomisés au 5/6 a 12 semaines de vie, et laissent
supposer qu’une néphrectomie subtotale tardive pourrait étre moins délétére sur le
plan cardiaque. Une troisieme série de rats ont été néphrectomisés au 5/6 plus
précocement (6 semaines de vie) et montrent une hypertrophie du VG présente a 12
semaines (fin du protocole). Toutefois, nous n’avons pas observé de remaniement

concentrique du VG avec une absence de diminution des distances intra-ventriculaires
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et d’épaississement les parois lors de la diastole. La pression artérielle moyenne
semble plus élevée dans ce dernier groupe étudié (164 + 24 mmHg) comparé a leurs
témoins (131 £ 4 mmHg). Les toxines urémiques ainsi que les mécanismes
inflammatoires mis en jeu sont a évaluer et pourraient également expliquer

I’hypertrophie myocardique observée.

Globalement, ces résultats suggerent qu’une insuffisance rénale chronique précoce
induit des altérations cardiaques plus délétéres, avec une hypertrophie myocardique
concomitante d’'une élévation de la pression artérielle propice a une dysfonction
diastolique. En revanche, la similitude des rapports E/A et E/e’ dans les deux groupes
suggere que la fonction diastolique n’est pas plus altérée quand l'insuffisance rénale

est initiée a un age plus précoce.
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SYNTHESE DES TRAVAUX, PERSPECTIVES

Rappels des principaux résultats

Notre objectif principal était d’identifier et d’évaluer des marqueurs d’atteinte cardiaque

dans linsuffisance rénale chronique au stade de la pré-dialyse.

Chez le patient insuffisant rénal chronique, l'identification et la caractérisation de la
fibrose cardiaque sont essentiels. D’une part, il est important d’identifier les patients
susceptibles de bénéficier de mesures préventives avant la survenue de complications
potentiellement graves. D’autre part, caractériser la fibrose cardiaque permettrait une
meilleure compréhension du processus physiopathologique du syndrome cardio-rénal
pour se diriger vers des manceuvres thérapeutiques ou mécaniques de réduction de

la fibrose cardiaque.

Chez les patients atteints de maladie rénale chronique, aucun des biomarqueurs
étudiés ne peut prétendre a lui seul établir un diagnostic précoce, ou évaluer la gravité

du syndrome cardio-rénal.

Dans le premier travail, nous avons démontré que l'utilisation d’'un score clinico-
biologique incluant des marqueurs de fibrose, |ésionnels et d’étirement cardiaques
permet de prédire le risque d’évenements cardiaques majeurs au sein d’une
population de patients atteints de maladie rénale chronique a différents stades. Ce
score est facilement utilisable a condition de s’étre assuré d’avoir toutes les données

requises. Ce score pourrait permettre d’identifier des patients a risque d’évenements
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cardiaques majeurs au sein de la population d’insuffisants rénaux chroniques dont la

prévalence est considérable et présentant une morbi-mortalité importante.

Dans le second travail, nous avons montré que la participation de l'insuffisance rénale
chronique a [linsulino-résistance aggrave les processus d’inflammation et de
remodelage contribuant a la fibrose cardiaque. De plus, nous avons montré une
implication possible de la transition endothélio-mésenchymateuse dans le processus
de fibrose cardiaque dans un modele de rat présentant des pathologies chroniques

universelles que sont l'insuffisance rénale chronique et I'insulino-résistance.

Le troisieme travail contribue a la description du syndrome cardio-rénal de type 4. Nous
observons une altération des performances myocardiques globales des les 12
semaines post-néphrectomie subtotale. Des signes de dysfonction diastolique sans
modification des conditions de pré-charge sont suspectés et une atteinte systolique
discrete et précoce pourrait étre présente. Une néphrectomie subtotale plus précoce
des rats induit des altérations cardiaques plus marquées, avec une hypertrophie
myocardique présente et s’accompagnant d’une élévation des pressions artérielles

moyennes propices a l'altération structurale et fonctionnelle du ventricule gauche.

L’ensemble de ces travaux apportent des réponses quant a la caractérisation de la
fibrose cardiaque et de l'atteinte fonctionnelle observées au cours de linsuffisance

rénale chronique.
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Limites du travail

Au-dela des limites propres a chaque étude, discutées au fur et & mesure, ce travail

de thése présente certains écueils.

Le troisieme travail présente des temps observationnels différents entre les séries de
rats et rend linterprétation des données plus délicate. Malheureusement, les
restrictions liées a la crise sanitaire (Covid-19) ne nous ont pas permis d’échographier
tous les rats témoins et de réaliser le temps observationnel prévisionnel de 12
semaines dans la série 2. La multiplicité des groupes de rats témoins de faible effectif
en découle et ne permet pas d’atteindre la significativité dans les séries 2 et 3. C’est
pour cette raison qu’une nouvelle étude a été menée plus tardivement (série 1) afin
d’obtenir le temps observationnel manquant (12 semaines) et ou chaque rat est son
propre témoin. En revanche, la multiplication des séries nous permettra de quantifier

la fibrose et I'inflammation cardiaque aux temps observationnels 12 et 20 semaines.

L’autre écueil que nous pouvons évoquer est I'absence d’évaluation du systéme
rénine-angiotensine-aldostérone dans le modéle animal étudié. Cet axe neuro-
hormonal majeur favorise I'hypertrophie et le remodelage cardiaque. Au cours de
insuffisance rénale chronique et l'insuffisance cardiaque, la rétention hydrosodée
entraine une élévation de la pré-charge du VG et éléve également la post-charge
induite par l'activation du systéme rénine - angiotensine - aldostérone, majorant le

travail cardiaque et favorisant le cercle vicieux du syndrome cardio-rénal.
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De maniére générale, aucun de ces travaux ne permet de répondre a lui seul au
probléme étudié. Cependant, chacun des travaux permet de répondre en partie aux
objectifs initiaux posés et permet d’ouvrir de nouvelles pistes de recherches ou de
réflexions : la premiere étude par le développement d’'un score clinico-biologique
prédictif de I'atteinte cardiaque utilisable en routine chez I'insuffisant rénal chronique,
les seconde et troisieme études par la caractérisation du syndrome cardio-rénal de
type 4. Enfin, au-dela de la cinétique d’installation de I'altération cardiaque consécutive
a l'insuffisance rénale chronique réalisée dans le troisieme travail, cette derniére étude
nous permettra d’identifier d’autres marqueurs potentiellement impliqués dans

I’atteinte cardiaque.

Perspectives

Plusieurs perspectives sont a discuter. Nous allons les décrire brievement.

L’étude clinique menée dans le premier travail pourrait étre complétée par d’autres
marqueurs de fibrose et d’inflammation plus ou moins spécifiques du cceur (CTX et
GDF-15), et pourraient apporter des informations complémentaires concernant le
pronostic des évenements cardiaques au sein de la population présentant une
insuffisance rénale chronique. L’ajout de ces marqueurs permettrait peut-étre une

meilleure classification des patients a risque d’évenements cardiaques.

Les mécanismes sous-jacents aux altérations cardiaques restent au centre des
investigations. L’étude chronologique de l'installation de I'altération cardiaque réalisée

sera complétée par I'étude de nouveaux marqueurs potentiellement impliqués dans le
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syndrome réno-cardiaque que sont les myokines. Les myokines sont des protéines
produites par le muscle squelettique lors de la contraction qui peuvent agir localement
ou a une certaine distance, sur les muscles et également sur les cellules et tissus non
musculaires (237,238). Au cours de la derniere décennie, un rble potentiel des
myokines d'origine musculaire dans le processus d'hypertrophie musculaire a été
identifié (237,239). Ce concept a également été étendu aux facteurs sécrétés par le
muscle cardiaque et sont appelés cardiokines (240,241). Il est intéressant de noter
que plusieurs cardiokines jouent un rdle clé dans les effets protecteurs des fonctions
cardiaques par le biais de la régulation du métabolisme, comme l'irisine (242) et la
protéine 1 de type follistatine (243). Ces études soulévent la question d'une diaphonie
entre le rein et le cceur par l'intervention des myokines dans le contréle de la structure
et de la fonction du myocarde. Dans la poursuite de notre étude, les altérations
cardiaques et l'expression des myokines a différents temps observationnels pourront
étre comparés dans un modeéle de rat génétique d’insuffisance rénale chronique ainsi
que dans le modele conventionnel de rat néphrectomisé au 5/6. Les marqueurs de
fibrose et les cardiokines étudiées, les altérations cardiaques observées ainsi que leur
chronologie d’installation nous permettront de confronter ces deux modeéles animaux
et de mieux caractériser I'atteinte cardiaque observée dans les atteintes réno-

cardiaques chroniques.
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Conclusion

Le syndrome cardio-rénal de type 4 résulte d’'un dialogue complexe entre le cceur et
le rein. La présence de comorbidités, comme l'insulino-résistance et I'obésité, peuvent
étre associées a l'insuffisance rénale chronique et contribuer au phénotype cardiaque
délétere observé chez ces patients. L’hypertrophie du ventricule gauche ainsi que des
altérations structurelles et/ou fonctionnelles du ventricule gauche semblent précoces
et frequemment observées chez les patients a différents stades de I'insuffisance rénale
chronique. La survenue d’évenements cardiaques majeurs au cours de l'insuffisance
rénale chronique pourrait étre prédite par l'usage courante de scores clinico-
biologiques impliquant des marqueurs de fibrose cardiaque.

L’installation de I'’hypertrophie et de la fibrose cardiaque résulte de différents
processus a lorigine d’'une expansion de la matrice extracellulaire et de ses
composants. La compréhension des mécanismes a l'origine de ce phénotype
profibrotique reste un enjeu majeur afin de considérer une thérapeutique anti-fibrotique
dans le but de réduire le pronostic cardiaque sombre associé a l'insuffisance rénale
chronique.

Des manceuvres non-pharmacologiques comme la réhabilitation musculaire sont des
alternatives a proposer. Actuellement, nous savons qu’une réhabilitation musculaire
personnalisée permet une amélioration des paramétres musculaires des patients
obéses. S’il existe effectivement une aggravation par I'obésité et I'insulino-résistance
de I'atteinte cardiaque secondaire a l'insuffisance rénale chronique, une réhabilitation
musculaire pourrait permettre une amélioration de la dysfonction cardiaque chez ces

patients.
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Ce travail de thése contribue a ouvrir des pistes de réflexion et d’action qui
s’enrichissent des collaborations étroites menées entre les services cliniques et la

recherche expérimentale.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

We assessed the predictive ability of circulating biomarkers involved in collagen synthesis ¢procollagen type I N-
terminal propeptide [PINP], and procollagen type III N-terminal propeptide [PIIINP], collagen degradation (c-
terminal telopeptide of collagen type I [CTx] and mediators of cardiac fibrosis (Galectin-3 and soluble sup-
pression of tumorigenicity 2 protein or sST2) as prognosis markers in 182 subjects with chronic heart failure
(HF). In univariate analysis, all markers predicted mortality (except for PINP). A multivariate baseline model
was fitted including variables potentially associated with mortality in HF patients. The baseline regression model
included age, clinical data and biomarkers. We created four models from the baseline model augmented with the
levels of hs-cTnT, CRP and NT-proBNP (model 1), CTx/PIIINP ratio, sST2 and Galectine-3 (model 2), NT-proBNP
and sST2 (model 3) and NT-proBNP, CTx/PIIINP ratio and sST2 (model 4), to test whether these biomarkers have
an incremental value for predicting mortality. After the addition of all biomarkers to the baseline model, age,
CTx/PIIINP ratio and sST2 remained significant predictors. By contrast, Galectin-3 was not significantly asso-
ciated with mortality. A multimarker strategy, demonstrated that the greatest prognostic improvement was
attained with the combined addition of CTx/PIIINP ratio and sST2 highlighting the potential role of fibrosis
pathways in risk stratification.

Keywords:

Fibrosis-related biomarkers
Heart failure

Mediators of cardiac fibrosis
Active remodeling
Predictive value

1. Introduction chronic HF.

Cardiac fibrosis which could be related to turn over of collagen, is a 2. Methods

crucial component of cardiac remodeling and contributes to the pro-

gression of heart failure (HF). It is a major determinant of myocardial
stiffness, left ventricular contractility and risk of cardiac arrhythmias. It
is a complex phenomenon linked to collagen metabolism and highly
regulated by paracrine mediators such as soluble suppression of tu-
morigenesis 2 protein (sST2) and galectin-3 (Gal-3). These two bio-
markers were identified in macrophages and fibroblasts, and were
considered key regulators of collagen synthesis [1], inflammation and
immune response. Otherwise, although non-specific to the myo-
cardium, serum markers of collagen turnover have been proposed for
identification of myocardial fibrosis [2-4]. The aim of our study was to
evaluate circulating biomarkers involved in collagen synthesis (such as
PINP, PIIINP), collagen degradation (CTx), and mediators of cardiac
fibrosis (Gal-3 and sST2) as prognosis markers in a population with

2.1. Study protocol and samples

The current work was a retrospective study which was based in a
previous biologic bank build in 2011 for which we supplemented with
specific biomarkers collagen metabolism. This registry of patients with
diagnostic of stable HF based on criteria of the European Society of
Cardiology, has been described in details in supplementary appendix
(see Study population, follow up and outcomes).

At inclusion of patients, routine parameters such as urea, electro-
lytes, creatinine, NT-proBNP, hs-cTnT and CRP, were performed. In
addition, venous blood was collected in dry and EDTA tubes, im-
mediately centrifuged and frozen (—80°C) on several aliquots until
tested four years later before analysis of sST2, PINP, PIIINP, CTx and
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Gal-3. All assays were performed with the use of commercially available
reagents (Principles of the methods are provided in Methods section in
supplementary appendix).

2.2. Statistical analysis

Categorical data are expressed as count (percentage). Continuous
data are expressed as median [1st quartile; 3rd quartile]. In descriptive
statistics, comparisons between two groups were performed using the
Mann-Whitney U test for continuous variables and the chi-square test
for categorical variables. The reported correlation coefficients were
derived using a non-parametric method (Spearman's rank correlation).
Correction for multiple correlation tests were performed using Holm's
method. Survival curves were generated using a Kaplan-Meier non-
parametric estimator, and a log-rank test was used to compare multiple
survival distributions. Survival analysis was performed using the Cox
proportional hazard model. A multivariate baseline model was fitted,
including variables potentially associated with mortality in HF patients.
This baseline regression model included age, NYHA class, LVEF. Model
1 was baseline model augmented with hs-cTnT, CRP, and NT-proBNP
while model 2 included CTx/PIIINP ratio, sST2 and Gal-3. Model 3 was
the baseline model adjusted by NT-proBNP and sST2. The last model
(model 4) was the baseline model adjusted by NT-proBNP, CTx/PIIINP
ratio and sST2. Because of skewed distributions, biomarker concentra-
tions were log-transformed before modelling. Goodness of fit was as-
sessed using Akaike's information criterion. Category-less (net re-
classification improvement or NRI) was used to test the added
usefulness of new biomarkers in Cox models. Comparison of two nested
models was performed using the likelihood ratio test. Statistical ana-
lysis was performed using R 3.1.3 (R Development Core Team, Vienna,
Austria).

3. Results

Of 182 consecutive patients considered for the study between May
2010 and February 2011, all biochemical measurements (adding the
markers included in this study) and vital statuses were available for
164, which were included in our analysis. Over a median follow-up
period of 42.3 months (range 12,3 to 47,1 months) there were 63 deaths
(35%). The clinical and biochemical variables of survivors versus those
of the deceased are reported in Table A given in supplementary ap-
pendix. At the start of the project, we included patients independently
of their ejection fraction. However, of the 182 patients, a majority had a
reduced left ventricular ejection fraction including 100 patients with
ejection fraction < 40%, 39 from 40 to 50%, and 43 with ejection
fraction > 50%.

The Kaplan-Meier analysis of cumulative rates of survival is shown
in Fig. A available in supplementary appendix. Mortality increased in
patients presenting sST2, Gal-3, PIIINP, CTx concentrations and CTx/
PIIINP ratio concentrations higher than the median value (Fig. A,
p < .001 for all).

In univariate Cox regression analysis over the 42 months, age,
NYHA class and all the biomarkers except PINP (but including Gal-3,
PIIINP, CTx and CTx/PIIINP ratio) were associated with all causes of
mortality, as well as with cardiovascular mortality in particular
(Table 1A).

In the multivariate baseline model, age remained independent
predictors of all-cause and cardiovascular mortality (Table 1B and 1C)
in all models. In model 1, age and NT-proBNP, were found associated
with all cause and cardiovascular mortality, however, CRP was only
associated to cardiovascular mortality. By contrast, in model 2, only
CTX/PIIINP ratio and sST2 remained significant predictors. After the
addition of NT-proBNP and sST2 to the baseline model (model 3), age
and sST2 remained significant predictors. In the last model (model 4),
age, CTx/PIIINP ratio, and sST2 remained significant predictors of all
cause and cardiovascular mortality, while NT-proBNP was not. NT-

160

168

Clinica Chimica Acta 490 (2019) 167-171

proBNP and sST2 allow better predictions of the risk of death, as shown
by a lower Akaike's Information Criterion and a higher C-statistic
(model 3). This was confirmed by reclassification analysis (continuous
NRI = 0.272, p = .016). Further addition of CTX/PIIINP ratio (model
4) led to even better prediction performances (C-statistic = 0.746,
continuous NRI = 32.5%, p = .049 as compared to model with NT-
proBNP and sST2). If model 4 was adjusted by CRP, only the CTx/
PIIINP ratio and the sST2 remain significantly associated with all cause
or cardiovascular mortality (data not shown).

A multimarker strategy based on Cox proportional hazard
model has also been evaluated, analyzing the incremental value of
CTx/PIIINP ratio over clinical parameters (age, NYHA and LVEF) and
sST2. This model, including sST2, CTx/PIIINP ratio dichotomized as
above (high) or below the median (low), performed better than a model
including only sST2 (likelihood ratio test: p = .003) and better reflected
the risk of mortality (category-less NRI = 35,6%, p = 0,034). Fig. 1
depicts the predicted hazard ratio (HR) (CI 95%) according to bio-
markers levels. The additive value of ST2 and CTx/PIIINP ratio was
significant for predicting worsened outcomes (HR 5.35, 95%CI
2.31-12.36, for high sST2 and high CTx/PIIINP ratio p <.0001, as
compared to low sST2 and low Ctx/PIIINP ratio after adjustment for
NYHA class, age, and LVEF, C-statistic = 0,72) (Fig. 1). Kaplan Meier
analyses also showed significant separation of survival curves for pa-
tients with low and/or high levels of sST2 and CTx/PIIINP ratio for 3-
year survival. Patients with both high ST2 and CTx/PIIINP ratio ex-
perienced a mortality rate of around 54.6% at 3 years (vs 8.7% in pa-
tients with both low sST2 and CTx/PIIINP ratio), indicating that as-
sessment of both ST2 and fibrosis related markers was more effective at
identifying a high risk subgroup that individual assessment of either
marker.

4. Discussion

In the present study, we highlighted the risk stratification value of
circulating biomarkers involved in collagen metabolism with sST2, Gal-
3, PINP, PIIINP and CTx in a population with stable chronic HF.
Association with all cause or cardiovascular mortality, after adjustment
for clinical parameters and biomarkers, did not persist for Gal-3,
whereas it remained significant for sST2 and CTx/PIIINP ratio, sug-
gesting that high turnover of collagen is associated with poor prognosis.
Our multimarker approach, demonstrated that collagen metabolism
biomarkers particularly the CTx/PIIINP ratio add predictive value to
sST2 and clinical data.

4.1. Collagen turnover products

Beyond close correlation between sST2 and CTx/PIIINP ratio
(rho = 0.27, p < .01), their combination further improves risk strati-
fication allowing discrimination of patients at high risk. High CTx/
PIIINP ratio could suggest high levels of collagen turnover. Multivariate
Cox regression analysis demonstrated an additive prognostic value of
CTx/PIIINP ratio, independent of clinical parameters and other biolo-
gical markers such as NT-proBNP, CRP, sST2 and Gal-3. Our results
were comparable about a recent study of Lofsjorgard et al. on re-
lationship between HF and markers of collagen degradation and
synthesis. We found also the significant relationship between CTx/
PIIINP ratio and NYHA class I, II, IIl and IV (Median [Q1:Q3] CTx/
PIIINP ratio,-1.78 [—1.85: —1.74]; —1.46, [—1.85:-1.12]; —1.31
[-1.62: —0.884]); —1.1[—1.36:- 0.75; respectively) (p < .001).
Following these data and ours, there is strong evidence to indicate that
excessive degradation would be associated with a poor prognosis. The
degradation of collagen fibers in a normal situation involves the action
of MMPs. However, of note, the presence of excessive collagen turn
over leads to cross linking collagen formation that are resistant to
MMPs action. Therefore, the circulating serum CTx is of great interest
because it is not formed from MMPs, unlike other markers of collagen
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Table 1

(A) Univariate Cox regression analysis over 42months for prediction of all-cause and cardiovascular mortality; (B) Multivariate Cox regression analysis after
adjusting clinical parameters for prediction of (B) all-cause mortality and (C) cardiovascular mortality.

@)
Variable All-cause mortality Cardiovascular mortality
HR [95% CI] P HR [95% CI] P

Age 1.04 [1.02; 1.07] < 0.001 1.05 [1.01; 1.09] 0.003
Gender: Male 1.18 [0.68; 2.04] 0.540 0.99 [0.48; 2.03] 0.986
Dyslipidemia 1.22 [0.74; 2.01] 0.420 1.05 [0.53; 2.07] 0.879
NYHA class 2.15 [1.20; 3.84] 0.010 2.19 [0.99; 4.84] 0.053
LVEF 0.98 [0.96; 1.00] 0.192 0.98 [0.96; 1.01] 0.316
Hs-cTnT (log 10) 1.26 [1.10; 1.45] 0.001 1.33 [1.10; 1.60] 0.003
CRP (log 10) 1.39 [1.17; 1.64] < 0.001 1.54 [1.22; 1.94] < 0.001
NT-proBNP (log 10) 1.61 [1.34; 1.94] < 0.001 1.80 [1.38; 2.34] < 0.001
sST2 (log 10) 1.81 [1.44; 2.27] < 0.001 2.00 [1.48; 2.71] < 0.001
Galectin-3 (log 10) 2.13 [1.40; 3.25] < 0.001 2.55 [1.45; 4.47] 0.001
PINP (log 10) 1.30 [0.83; 2.02] 0.246 1.41 [0.77; 2.57] 0.258
PIIINP (log 10) 2.53 [1.58; 4.05] < 0.001 2.79 [1.49; 5.21] 0.001
CTx (log 10) 1.77 [1.39; 2.27] < 0.001 1.93 [1.39; 2.68] < 0.001
CTx/PIIINP. ratio 3.69 [2.17-6.25] < 0.001 4.79 [2.32-9.90] < 0.001
(B)

Baseline Model Model 1 Model 2 Model 3 Model 4
Variable HR [95% CI] HR [95% CI] P HR [95% CI] P HR [95% CI] P HR [95% CI] P
Age 1.04 [1.01-1.07]  0.001  1.03 [1.00-1.06]  0.007  1.04 [1.02-1.07] < 0.001  1.04[1.01-1.06]  0.002  1.04 [1.01-1.06]  0.001
NYHA class 1.78 [0.99-3.23] 0.054 1.59 [0.87-2.93] 0.131 1.04 [0.55-1.95] 0.897 1.07 [0.57-2.02] 0.811 1.02 [0.54-1.92] 0.936
LVEF 0.98 [0.96-1.00] 0.103 0.99 [0.97-1.01] 0.683 0.99 [0.97-1.01] 0.388 0.99 [0.97-1.01] 0.484 0.99 [0.97-1.01] 0.651
Hs-cTnT (log 10) 1.46 [1.16-1.84] 0.001
CRP (log 10) 0.88 [0.72-1.08]  0.25
NT-proBNP (log 10) 1.25 [1.05-1.49] 0.012 1.22 [0.98-1.52] 0.07 1.18 [0.95-1.48] 0.124
CTx/PIIINP ratio 1.96 [1.19-3.23] 0.008 1.95 [1.21-3.14] 0.006
sST2 (log 10) 1.74 [1.31-2.31] < 0.001 1.62 [1.18-2.23] 0.003 1.53 [1.11-2.12] 0.009
Galectin-3 (log 10) 1.08 [0.63-1.83] 0.769
©

Baseline Model Model 1 Model 2 Model 3 Model 4
Variable HR [95% CI] P HR [95% CI] P HR [95% CI] P HR [95% CI] P HR [95% CI] P

1.05 [1.01-1.09] 0.004  1.03 [1.00-1.07] 0.03 1.05 [1.01-1.09] 0.003 1.04 [1.01-1.08] 0.009  1.05 [1.01-1.08] 0.007

Age

NYHA class 1.74 [0.77-3.93] 0.176 1.51 [0.66-3.48] 0.324 0.90 [0.38-2.15] 0.826 0.95 [0.40-2.24] 0.908 0.89 [0.37-2.13] 0.804
LVEF 0.98 [0.95-1.00] 0.192 0.99 [0.96-1.02] 0.83 0.99 [0.96-1.01] 0.5 0.99 [0.96-1.02] 0.596 0.99 [0.96-1.02] 0.742
Hs-cTnT (log 10) 0.89 [0.68-1.16] 0.394
CRP (log 10) 1.33 [1.04-1.70] 0.021
NT-proBNP (log 10) 1.56 [1.14-2.14] 0.005 1.28 [0.94-1.74] 0.11 1.22 [0.90-1.67] 0.192
CTx/PIIINP ratio 2.23 [1.14-4.38] 0.019 2.22 [1.17-4.22] 0.014
sST2 (log 10) 1.94 [1.31-2.86] 0.001 1.80 [1.16-2.79] 0.008 1.67 [1.07-2.61] 0.023
Galectin-3 (log 10) 1.11 [0.54-2.28] 0.769

Model 1: Baseline model adjusted by hs-cTnT, CRP and NT-proBNP.

Model 2: Baseline model adjusted by CTx/PIIINP ratio, sST2 and Galectin-3.

Model 3: Baseline model adjusted by NT-proBNP and sST2.

Model 4: Baseline model adjusted by NT-proBNP, CTx/PIIINP ratio and sST2.

NYHA: New York Heart Association; LVEF: left ventricular ejection fraction; hs-cTnT: high-sensitivity cardiac troponin T; CRP: C-reactive protein; sST2: soluble sup-
pression of tumorigenicity 2; PINP: procollagen type I N-terminal propeptide; PIIINP: procollagen type III N-terminal propeptide; CTx: c-terminal telopeptide of
collagen type I

degradation such as CITP, but by the action from Cathepsin K. High
levels of CTx could thus indicate action of Cathepsin K rather than
MMPs and high collagen turn over [5]. The availability of circulating
molecules in blood for use as biomarkers of myocardial fibrosis should
not be underestimated. The association of biomarkers of collagen
synthesis and degradation provides complementary information on the
collagen homeostasis.

4.2. Cardiac fibrosis remodeling

Beyond conventional markers, sST2 has rapidly emerged as
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promising because of its pluripotent role in inflammation, mechanical
strain, remodeling and fibrosis [6]. The role of sST2 for prognosis and
risk stratification is well established in view of the numerous clinical
studies (summarized in two meta-analyses, [7,8] and recent re-
commendations [9] on its use in clinical routine settings. Clinical stu-
dies on Gal-3 were, until recently, contradictory as to the association of
Gal-3 with the severity and prognosis of HF. In addition, the relation-
ship between plasma and myocardial Gal-3 levels in previous studies
remains under debate. Our findings demonstrate first, even after ad-
justment for clinical variables and other well established and powerful
biomarkers including NT-proBNP and fibrosis-related markers, sST2
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Fig. 1. Adjusted hazard ratio of death according to combined criteria as median of ST2, and CTx/PIIINP ratio.
ST2: suppression of tumorigenicity 2; PIIINP: procollagen type III N-terminal propeptide; CTx: c-terminal telopeptide of collagen type 1.

remains a strong prognosis biomarker in our population. sST2 has been
shown to provide incremental prognostic value over NT-proBNP, and
Gal-3. Second, in agreement with Besler's study [10], our results did not
demonstrate incremental value of Gal-3 over clinical data and classical
biomarkers in predicting mortality, nor a significant interaction with
other markers, such as fibrosis-related markers or sST2. The current
trend would be to consider Gal-3 as marker of HF risk in the general
population [11-13] and would have a more important role in the be-
ginning stage of HF, including early fibrosis and ventricular remodeling
[14].

4.3. Multimarker strategy

Nevertheless, the greatest prognostic improvement was obtained
with the combined addition of CTx/PIIINP ratio and sST2. This is a
demonstration of the fact that several pathophysiological pathways of
myocardial fibrosis, including synthesis, degradation and regulation
processes, play an important role in determining outcomes in HF pa-
tients, and no specific pathway or biomarker can reflect all the aspects
of HF.

These data could have potential clinical consequences/benefits in
patients with chronic stable heart failure. Following guidelines improve
outcomes [15], but physicians need in clinical practice tools to better
adjudicate times and means. Based on an efficient biomarkers score,
various populations could be distinguished, guiding the management:
(1)The low-risk patients: This could justify a level 1 follow-up (every
6 months by the cardiologist) with annual assessment of the biomarker
score and probably integrating a multiparameter score (including
clinical and echography parameters), (2) The intermediate risk patients,
(3) The very high risk patients: this could advocate for a strict follow-up
with short-term reevaluation including frequent (monthly) consultation
with the cardiologists, but also frequent reassessment of the biomarker
score.

5. Limitations

The study was limited by its single-centre design and relatively
small sample size. We only measured biomarkers at the time of re-
cruitment to the study, and only one blood sample was available. In
consequence, we did not evaluate the monitoring of the biomarkers,
which can be also useful as monitoring markers. In addition, these
biomarkers were not available in many centres, reducing the number of
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patients that could be included. In addition, the specified biomarkers
were performed remotely of recruitment (4 years later) from frozen
aliquots. However, the storage at-80 °C was immediately after sam-
pling, an aliquot per marker with one freeze/thaw cycle, a single batch
with same lot number of reagent, and the data published by previous
studies has kept us safe from all trouble [16-19].

6. Conclusion

We reported that the CTx/PIIINP ratio indicating excessive turn
over with high degradation rate may be considered an additional
marker of mortality risk in patients with HF, and that a combined
multimarker model including sST2 and CTx/PIIINP ratio identifies best
risk stratification for all-cause mortality as well as cardiovascular
mortality. Our data strengthen those of Lofjogard et al. [20,21]. The
interpretation of serum levels of fibrosis-related biomarkers requires
further investigation to confirm their association with myocardial fi-
brosis, in particular by using cardiac magnetic resonance, considered to
be a non-invasive method able to evaluate the myocardial interstitial
space. In addition, the likely therapeutic benefit from lowering fibrosis-
related biomarkers remains to be demonstrated in interventional stu-
dies.
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Malgré les progrés médicaux réalisés récemment, les pathologies cardio-vasculaires
représentent les principales causes de morbidité et de mortalité chez le patient
insuffisant rénal chronique. Environ 50% des décés chez ces patients sont dus a un
évenement cardiaque majeur. Si des facteurs de risque traditionnels sont bien
identifiés, des facteurs de risque non traditionnels ont été mis en évidence. De
nouvelles voies physiopathologiques comme la fibrose et le remodelage cardiaque
sont actuellement étudiées. La fibrose et le remodelage cardiaque sont notamment
impliqués dans l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée.

L’hypothése principale de ce travail est qu’il est possible d’'observer des modifications
précoces de marqueurs d’atteinte cardiaque au cours de linsuffisance rénale
chronique au stade de la pré-dialyse. Ce travail regroupe plusieurs études permettant
de répondre a I'hypothése principale.

Dans la premiére étude, nous avons montré lintérét d’utiliser un score clinico-
biologique dans [I'évaluation pronostique des évenements cardiaques majeurs,
permettant d’améliorer la prise en charge de la maladie rénale chronique et de prévenir
ses complications.

Dans la seconde étude, nous avons montré que l'insulino-résistance et I'obésité
exacerbe le remodelage cardiaque en présence d’une insuffisance rénale chronique
dans un modéle de rongeur. Nous avons également évoqué des phénomeénes de
transition endothélio-mésenchymateuse a l'origine des myofibroblastes impliqués
dans le processus de fibrose cardiaque dans la maladie rénale chronique.

Dans la troisieme étude, nous avons observé une discréte altération cardiaque apres
trois mois d’évolution de linsuffisance rénale chronique chez des rats rendus
insuffisants rénaux a 12 semaines de vie. En revanche, les anomalies de la structure
cardiaque sont plus clairement présentes lorsque I'insuffisance rénale est initiée a un
age plus précoce (6 semaines de vie), donc que I'atteinte cardiaque consécutive a une
insuffisance rénale chronique est plus marquée lorsque qu’elle survient chez un sujet
jeune.

L’ensemble de ces études apporte certaines réponses a la caractérisation de la fibrose
cardiaque et l'atteinte fonctionnelle observée au cours de linsuffisance rénale

chronique.



