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Résumé

Réle pronostique et physiopathologique de la dipeptidyl peptidase 3 circulante au cours de
I'insuffisance circulatoire

Introduction : L'insuffisance circulatoire est une cause fréquente d’admission en réanimation,
associée a une mortalité importante. Des travaux antérieurs ont démontré I’association entre
une concentration de dipeptidyl peptidase 3 circulante (cDPP3) élevée et le pronostic a court
terme des patients en insuffisance circulatoire. Nous avons fait I’hypothéese que cDPP3 jouait
un réle pathologique dans la genése et/ou I'entretien de I'insuffisance circulatoire via son
activité de clivage de peptides bioactifs, tels que les angiotensines et les enképhalines.
Méthodes : Deux approches ont été utilisées : 1. Sur le plan clinique, I’association entre cDPP3
et le pronostic a été analysée dans des populations de patients souffrant d’insuffisance
circulatoire. 2. Sur le plan physiopathologique, les perturbations de I’hémodynamique
systémique et rénale induites par cDPP3 ont été investiguées chez la souris. La relation entre
les perturbations observées et la modulation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone a
été examinée.

Résultats : L'analyse des cohortes de patients a permis de confirmer I'association entre cDPP3
et le pronostic a court terme de l'insuffisance circulatoire. Dans la cohorte FROG-ICU, une
association similaire entre concentration élevée de cDPP3 a I'inclusion et mortalité a J28 a été
observée au cours du choc septique, cardiogénique, ou hémorragique. Dans la cohorte issue
de l'essai ACCOST-HH, une concentration élevée de cDPP3 a l'inclusion était également
associée a la mortalité a J30, a la durée du support cardiovasculaire ainsi qu’au recours a
I’épuration extra-rénale ou a la ventilation mécanique invasive. Les patients chez qui la
concentration de cDPP3 restait élevée a H72 avaient le plus mauvais pronostic. En
comparaison, les patients ayant une concentration initialement haute mais décroissante de
cDPP3 avaient une mortalité significativement réduite, comparable a celle des patients chez
qui cDPP3 restait bas. Les patients dont la concentration de cDPP3 restait basse ou s’abaissait
a H72 nécessitaient moins de supports d’organes. Chez la souris, I'administration de DPP3
purifié est associée a une augmentation significative du débit sanguin rénal alors que la
pression artérielle n’est que peu affectée. L’administration de DPP3 était associée a une
diminution significative des concentrations circulantes d’angiotensine I, Ill et IV en
comparaison au contrdle. Une expérience de prétraitement par le valsartan a confirmé que
I'effet rénovasculaire de DPP3 était secondaire a la diminution de la stimulation d’AT1R.
L’administration de DPP3 était associée a une augmentation des concentrations circulantes
de catécholamines endogenes. Une expérience de blocage adrénergique par le labétalol a
démontré que ce relargage de catécholamines endogénes expliquait le maintien de la pression
artérielle apres administration de DPP3.

Conclusion : Ces résultats confirment la valeur pronostique de cDPP3 et confortent
I’hypotheése d’un réle pathologique de cDPP3 au cours de I'insuffisance circulatoire, via son
activité de clivage des angiotensines. L’effet rénovasculaire suggére également I'implication
de cDPP3 dans la genese de la dysfonction rénale associée a l'insuffisance circulatoire.
L'inhibition de cDPP3 pourrait ainsi constituer une stratégie thérapeutique au cours de
I'insuffisance circulatoire et devra faire I'objet d’investigations complémentaires.

Mots clefs : Dipeptidyl peptidase 3, insuffisance circulatoire, insuffisance rénale aigué, débit
sanguin rénal, catécholamines, systeme rénine-angiotensine-aldostérone



Abstract

Prognostic and pathophysiological roles of circulating dipeptidyl peptidase 3 during
circulatory failure.

Introduction: Circulatory failure is a frequent cause of admission to the intensive care unit and
is associated with significant mortality. Previous research has demonstrated the association
between elevated circulating dipeptidyl peptidase 3 (cDPP3) concentration and the short-term
prognosis of patients with circulatory failure We hypothesized that cDPP3 plays a pathological
role in the development and/or maintenance of circulatory failure through its ability to cleave
bioactive peptides such as angiotensins or enkephalins.

Methods: Two approaches were used: 1. On a clinical level, the association between cDPP3
and prognosis was analyzed in circulatory failure cohorts. 2. On a pathophysiological level, the
hemodynamics changes induced by DPP3 in mice and the relation between the observed
effects and renin-angiotensin system modulation were investigated.

Results: Analyses of patient cohorts confirmed the association between cDPP3 and short-term
prognosis in circulatory insufficiency. In the FROG-ICU cohort, a similar association between
elevated cDPP3 concentration at inclusion and 28-day mortality was observed in septic,
cardiogenic, or hemorrhagic shock. In the ACCOST-HH trial cohort, a high cDPP3 concentration
at inclusion was also associated with 30-day mortality, duration of cardiovascular support, and
the need for renal replacement therapy or invasive mechanical ventilation. Patients with
persistently high cDPP3 concentrations at H72 had the poorest prognosis. In contrast, patients
with initially high but decreasing cDPP3 concentrations had significantly reduced mortality,
comparable to those with persistently low cDPP3 concentration. Patients with persistently low
or decreasing cDPP3 levels at H72 required less organ support. In mice, administration of
purified DPP3 was associated with a significant increase in renal blood flow, while blood
pressure was minimally affected. DPP3 administration was associated with a significant
decrease in circulating concentrations of angiotensin Il, Ill, and IV, compared to control. A
pretreatment experiment with valsartan confirmed that the renovascular effect of DPP3 was
secondary to reduced AT1R stimulation. DPP3 administration was associated with increased
circulating endogenous catecholamines. Adrenergic blockade by labetalol demonstrated that
DPP3-induced release of endogenous catecholamines is responsible for blood pressure
maintenance.

Conclusion: These results confirm the prognostic value of cDPP3 and support the hypothesis
of a pathological role for cDPP3 in circulatory failure through its angiotensin-cleaving activity.
The renovascular effect observed also suggests the involvement of cDPP3 in the development
of circulatory failure-associated acute kidney injury. Inhibition of cDPP3 may thus represent a
therapeutic strategy and warrants further investigation.

Keywords: Dipeptidyl peptidase 3, circulatory failure, acute kidney injury, renal blood flow,
catecholamines, renin-angiotensin-aldosterone system.
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Introduction générale

1. Insuffisance circulatoire

1.1 Définition et présentation clinique

Linsuffisance circulatoire peut étre définie comme [lincapacité du systéeme
cardiovasculaire a assurer sa fonction, c’est-a-dire un apport suffisant de nutriments - dont le
principal est 'oxygene - aux cellules; ainsi que I'épuration des produits finaux du métabolisme
cellulaire - dont le principal est le dioxyde de carbone .

Les termes « état de choc » et « insuffisance circulatoire » peuvent étre considérés comme
interchangeables 2. Le terme «choc» est la traduction littérale de Ianglais « shock »
popularisé par Guthrie et provenant initialement de la traduction du terme francais
« saisissement », tel qu’utilisé en 1737 par Henri-Francois LeDran pour décrire les

conséquences systémiques d’une hémorragie aigué compliquant une plaie par arme a feu 3.

Linsuffisance circulatoire se manifeste généralement par une hypotension artérielle et/ou
un bas débit cardiaque associé a des signes cliniques et/ou biologiques d’hypoperfusion
tissulaire ®. Uhypoperfusion cutanée se traduit par des extrémités froides, des marbrures et
un allongement du temps de recoloration capillaire 7. Par ailleurs, bien que n’étant pas
spécifiques de I’hypoperfusion, une diminution de la diurése (oligurie) et/ou des signes
neurologiques a type de somnolence ou d’obnubilation sont fréquemment retrouvés ©.

Sur le plan biologique, I'insuffisance circulatoire s'accompagne classiquement d’une élévation
de la lactatémie. Cette hyperlactatémie n’est pas seulement un témoin de I’hypoperfusion
tissulaire et d’une déviation anaérobie du métabolisme. En effet, elle reflete également, et
principalement, 'activation métabolique et donc I'intensité de la glycolyse et/ou la dysfonction
mitochondriale liée a I'insuffisance circulatoire ®>-*1. Quelle qu’en soit la cause, I'intensité de
I’hyperlactatémie initiale mais aussi sa cinétique au cours des premieres heures et jours de
prise en charge sont directement liées au pronostic du patient en situation d’insuffisance
circulatoire 1213, Si le seuil de 2 mmol/L est fréquemment utilisé dans la littérature et retenu
dans les recommandations, il faut souligner que des élévations plus modérées de la lactatémie

sont également associées a une altération du pronostic 1416,
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1.2 Mécanismes en cause

D’aprés Weil et Shubin, I'insuffisance circulatoire résulte de 4 mécanismes primaires, non
nécessairement exclusifs : hypovolémie, facteurs cardiogéniques, obstruction ou facteurs
distributifs (figure 1) 7. Dans une large cohorte de patients atteints d’insuffisance circulatoire,
un mécanisme distributif était au premier plan dans deux tiers des cas, un mécanisme
cardiogénique dans 16% des cas, hypovolémique dans 16% des cas tandis qu’un mécanisme

obstructif n’était retrouvé que dans 2% des cas 18

NORMAL
()HYPOVOLEMIC (2) CARDIOGENIC

a

| \

(3)DISTRIBUTIVE (@) OBSTRUCTIVE

LOW RESISTANCE HIGH RESlSTANCE
D % @%

Figure 1. Classification des mécanismes d'insuffisance circulatoire.

D’aprés Weil et Shubin Y. Uinsuffisance circulatoire distributive était initialement divisée en deux
phénotypes. Le phénotype « high resistance » était alors décrit comme une atteinte exclusive du
compartiment veineux, responsable d’'une augmentation de la capacitance. Il est actuellement admis
gue toute insuffisance circulatoire distributive associe de facon variable une baisse des résistances
vasculaires et une augmentation de la capacitance veineuse.

\
7/
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Les trois premiers mécanismes primaires d’insuffisance circulatoire sont caractérisés par
une baisse du débit cardiaque et donc un transport en oxygéne inadéquat. L’hypovolémie,
c’est-a-dire la baisse du volume sanguin total peut résulter d’une perte de sang total en lien
avec une hémorragie ; d’'une contraction du secteur plasmatique en lien avec des pertes
cutanées (brilures étendues), digestives (diarrhées, vomissements) ou d’une extravasation du
plasma en dehors du compartiment vasculaire en raison d’un phénomeéne de fuite capillaire.
Alternativement, la baisse du débit cardiaque peut résulter de facteurs cardiogéniques,
typiqguement en lien avec une altération de la contractilité telle que rencontré lors de
I'infarctus du myocarde. Plus rarement, le facteur cardiogénique est une anomalie du rythme
cardiaque telle qu’une bradycardie extréme. Un mécanisme obstructif résulte de I'obstruction
du flux sanguin dont la cause et la localisation varie : compression des cavités cardiaques
droites par un pneumothorax ou un épanchement péricardique compressif, obstruction de la
circulation pulmonaire par une embolie ou encore obstruction de la lumiere aortique par une
dissection 7. Enfin, lorsque le mécanisme est distributif, le principal facteur pathologique est
la baisse des résistances vasculaires. Si ce mécanisme est isolé, le débit cardiaque est élevé,
par compensation. Les médiateurs responsables de la vasodilatation systémique sont
nombreux, incluant notamment monoxyde d’azote %29, peroxynitrite 2!, hydrogéne sulfuré
2223 ot prostaglandines 2. Il est largement admis que la réaction inflammatoire est a l'origine
de la production de ces médiateurs. |l estimportant de noter que I'atteinte du tonus vasculaire
au cours de l'insuffisance circulatoire distributive est hétérogéne. Ainsi peuvent co-exister une
vasodilatation centrale responsable de la baisse des résistances vasculaires systémiques et une
vasoconstriction artériolaire responsable d’'un phénomeéne de shunt de la microcirculation et

d’une ischémie distale 172,

En fonction de la cause de l'insuffisance circulatoire, plusieurs mécanismes peuvent
s’associer. Ainsi, au cours de I'état de choc septique, le mécanisme distributif est souvent au
premier plan mais s’associe quasi-constamment a une composante hypovolémique secondaire
a une fuite capillaire et/ou aux pertes cutanées insensibles liées a la fievre, parfois associées
selon le foyer infectieux a des pertes d’origine digestives. Plus rarement, une composante
cardiogénique s’y associe sous la forme d’une cardiomyopathie septique. Au cours de
I'anaphylaxie, le méme profil peut étre rencontré : distributif, hypovolémique et cardiogénique

®. Enfin, un phénoméne distributif s’associe parfois tardivement a un mécanisme autre. Ainsi
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tout état de choc hypovolémique, cardiogénique ou obstructif initialement pur peut évoluer
vers un état de choc complexe avec composante distributive surajoutée. Plusieurs hypothéses
peuvent étre avancées pour expliquer ce phénomeéne : production de facteurs vasodilatateurs
secondaires a l'inflammation et au stress oxydant provoqué par les lésions tissulaires initiales
ou la restauration brutale d’une perfusion tissulaire (phénoméne d’ischémie-reperfusion) 2°,
ou encore épuisement des systémes de compensation endogénes : systétme sympathique %7,

systéme vasopressinergique 28 ou systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) 2°.

1.3 Principes de prise en charge

Traitement étiologique

Il repose sur le traitement de la cause initiale de l'insuffisance circulatoire. A ftitre

d’exemples :

- le traitement étiologique du choc septique repose sur l'administration d’une
antibiothérapie associée selon les cas au controle chirurgical ou interventionnel du
foyer infectieux 3.

- Au cours du choc cardiogénique secondaire a un infarctus du myocarde, la reperfusion
coronaire doit étre effectuée en urgence 3.

- Au cours du choc hypovolémique secondaire a une hémorragie grave la priorité est
donnée au contrdle du saignement 32,

- Au cours du choc obstructif secondaire a une embolie pulmonaire proximale, la
reperfusion pulmonaire via administration d’un fibrinolytique ou réalisation d’'une

embolectomie est prioritaire 33.

Traitement symptomatique

Dans l'attente de l'efficacité du traitement étiologique, un traitement symptomatique est
mis en place sans délai pour maintenir la fonction du systéme cardiovasculaire, i.e., maintenir
un apport suffisant d’'oxygéne aux tissus. Dans cet objectif, la réanimation vise a maintenir un

transport artériel en oxygene adéquat ainsi qu’une perfusion satisfaisante a I'échelle macro-
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circulatoire et microcirculatoire. Une pression artérielle moyenne d’au moins 65 mmHg est
habituellement ciblée, sur la base d’études rétrospectives et I'absence de bénéfice démontré
d’une autre cible dans les essais randomisés 3439, exception faite du choc hémorragique ou
une stratégie d’hypotension permissive est adoptée dans l'attente du contréle du saignement
(pression artérielle moyenne comprise entre 50 et 60 mmHg), en I'absence de traumatisme
cranien grave 3240, 'ladéquation du transport artériel en oxygéne aux besoins de I'organisme
peut étre appréciée par la mesure de la saturation veineuse centrale ou mélée en oxygéne °.
Une réanimation adéquate s’accompagne habituellement d’une baisse progressive de la
lactatémie. Au cours de I'état de choc septique, le suivi rapproché de la lactatémie, avec
application d’une stratégie thérapeutique visant a une réduction d’au moins 20% toutes les
deux heures a été associée a un bénéfice en terme de survie 1. Néanmoins, une réanimation

du choc septique guidée par le temps de recoloration capillaire pourrait s’avérer plus efficace

42,43

Expansion volémique

L'administration de solutés dans le but d’améliorer le débit cardiaque et |la perfusion des
organes représente souvent la premiére mesure de prise en charge de [linsuffisance
circulatoire. Cette stratégie repose sur I'exploitation de la relation de Frank-Starling liant la
précharge cardiaque au volume d’éjection systolique (figure 2). Ainsi I'expansion volémique
est au mieux guidée par la mesure du débit cardiaque et/ou motivée par des indices de pré-
charge dépendance %4, On utilise majoritairement des solutés cristalloides tels le chlorure de

sodium a 0,9% ou le Ringer’s lactate *°.
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Volume d’éjection systolique (VES)

Précharge

Figure 2. Représentation de la relation de Frank-Starling.

D’aprés les travaux de Starling et Snarnoff 4647, Ainsi, pour un patient sur la portion ascendante de la
courbe, dite de « pré-charge-dépendance », 'laugmentation de la pré-charge, par exemple induite par
I'expansion volémique, s'accompagne d’'une augmentation du volume d’éjection systolique et donc du
débit cardiaque. En revanche, pour un patient sur la portion horizontale de la courbe, dite de
« précharge-indépendance », I'expansion volémique ne s’associe pas a une augmentation significative
du volume d’éjection systolique.

Vasopresseurs et inotropes

Les catécholamines, et en particulier la noradrénaline, représentent actuellement le
traitement vasopresseur de premiére intention. La noradrénaline augmente le tonus
vasculaire via son action sur les récepteurs a-adrénergiques, et dans une moindre mesure
augmente la fréquence et la contractilité cardiaque via son action B-adrénergique. Ladrénaline
exerce un effet B-adrénergique prédominant a faible dose, avec un effet a-adrénergique
croissant @ mesure que la posologie augmente. Leffet B-adrénergique plus important en
comparaison a la noradrénaline est associé a une activation métabolique plus importante avec
une glycolyse accélérée responsable d’une élévation de la lactatémie, une tachycardie, une
fréquence accrue d’arythmie ainsi qu’a une altération de la perfusion splanchnique %%, Au

cours du choc cardiogénique 'utilisation en premiére intention de I'adrénaline en comparaison
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a la noradrénaline est associée a un risque plus élevé de développer un choc cardiogénique
réfractaire %°.

La dobutamine posséde un effet B-adrénergique isolé et donc des propriétés inotropes et
vasodilatatrices. Elle est utilisée, généralement en adjonction a la noradrénaline, dans des
situations ou le débit cardiaque est inadéquat. Son utilisation a titre systématique dans le but
de maximiser le transport artériel en oxygéne est associée a une surmortalité *°. Lutilisation
de la dopamine est quasi-abandonnée puisque associée a un surrisque d’arythmie et a une
surmortalité 1851,

L'utilisation des autres catécholamines telles que la phényléphrine, I'éphédrine ou le
métaraminol est relativement marginale dans le cadre de linsuffisance circulatoire de
réanimation. Des données indirectes, provenant de I'analyse rétrospective d’une situation de
pénurie de noradrénaline aux Etats-Unis, suggérent que son remplacement par une autre
molécule, majoritairement la phényléphrine est associée a une surmortalité >2.

Cependant, les catécholamines ont été associées a des effets indésirables, notamment une
fréquence accrue d’arythmie, une toxicité myocardique directe, des effets
immunosuppresseurs ainsi qu’une croissance bactérienne accrue >*°’. Ces observations ont
motivé  linvestigation  d’alternatives thérapeutiques. Deux vasopresseurs non

catécholaminergiques sont actuellement proposés : La vasopressine et 'angiotensine .

L'utilisation de la vasopressine au cours de l'insuffisance circulatoire a composante
distributive est motivée par la mise en évidence d’un épuisement rapide des stock

hypophysaires de cette hormone vasoconstrictrice 28

, responsable de concentrations
plasmatiques inadaptées au degré d’hypotension au cours du choc septique ou de la
vasoplégie post-chirurgie cardiaque °®°1, Son utilisation a été évaluée dans plusieurs essais
randomisés. Un bénéfice a été démontré en comparaison a la noradrénaline en post-
opératoire de chirurgie cardiaque sur un critere composite associant mortalité et complication
séveres ®2, Au cours du choc septique, son bénéfice na pas été formellement démontré par les

essais randomisés contrdlés ayant évalué son utilisation 63796,

La fréquence des effets
indésirables parait similaire a la noradrénaline avec néanmoins un profil différent : plus de

fibrillation atriale avec la noradrénaline et plus d’ischémie digitale avec la vasopressine .
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L'utilisation de l'angiotensine Il est également motivée par I'hypothése d’un défaut de
signalisation (voir chapitre Ill). A ce jour, une seule étude randomisée de grande envergure a
évalué 'administration d’angiotensine Il au cours de I'insuffisance circulatoire a prédominance
distributive, en adjonction au support vasopresseur déja en place . Dans cette étude, le
critere de jugement principal, I'augmentation de la pression artérielle, a été atteint plus
fréguemment que lors du traitement par placebo. La mortalité, critére de jugement secondaire
ne différait pas selon le bras de randomisation et il reste donc a démontrer un éventuel

bénéfice clinique de I'administration d’angiotensine II.

Vasodilatateurs

Ladministration de vasodilatateurs, a premiére vue paradoxale au cours de I'état de
choc distributif, vise a lever le shunt de la microcirculation 2>®°. 'administration systématique
de nitroglycérine tend a aggraver le pronostic 7°. Uiloprost, un analogue de la prostacycline
ayant une action préférentielle sur le segment artériolaire est actuellement évalué au cours de

I'état de choc septique 7%72

Assistance circulatoire mécanique

En cas de défaillance cardiaque sévere, une assistance circulatoire mécanique temporaire
peut étre mise en place. Cette stratégie ne se concoit que dans l'attente d’une récupération
cardiaque spontanée (bridge to recovery) ou d’une option plus définitive telle qu’une
assistance de longue durée (bridge to destination therapy) ou une transplantation
myocardique (bridge to transplantation). Plusieurs dispositifs sont disponibles, les plus
couramment utilisés étant le ballon de contre-pulsion intra-aortique, l'assistance
monoventriculaire de type Impella® ou I'ExtraCorporeal Membrane Oxygenation (ECMO)
veino-artérielle. Il faut souligner que ces techniques sont associées a la survenue de
complications hémorragiques et/ou ischémiques séveres et qu’aucune n’a prouvé son bénéfice

de facon formelle 7374,
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2. Conséguences rénales de 'insuffisance circulatoire

2.1 Vascularisation rénale

Chaque rein est alimenté par une artere rénale, habituellement unique, issue de
I'aorte. L'artére rénale se divise en artéres segmentaires qui elles-mémes se divisent en arteres
inter-lobaires, puis en arteres arquées. Les arteres arquées ont une course parallele a la surface
du rein et donnent naissance aux artéres inter-lobulaires dont naissent les artérioles
glomérulaires afférentes. La vascularisation glomérulaire est de type admirable, composée
d’un réseau capillaire glomérulaire interposé entre l'artériole afférente et une artériole
efférente. Les artérioles efférentes donnent naissance aux capillaires péri-tubulaires et, au
niveaux des néphrons juxtamédullaires, aux vasa recta, entourant 'intégralité de I'anse de
Henle. Les capillaires péritubulaires et les vasa recta débouchent dans les veinules qui se
rejoignent pour former des veines, qui cheminent adjacentes aux artéres correspondantes et
se réunissent pour former une veine rénale, habituellement unique qui se jette dans la veine

cave inférieure.

Chez ’lhomme, le débit sanguin rénal correspond en situation d’homéostasie a environ 20%
du débit cardiaque. Le débit de filtration glomérulaire (DFG), correspondant au volume de
plasma filtré par unité de temps par I'ensemble des glomérules correspond a environ

120mL/min.

2.2 Déterminants du débit de filtration glomérulaire

A 'échelle glomérulaire, le DFG est déterminé par plusieurs facteurs :
- La surface de filtration, modulée - entre autres - par la contraction des cellules
mésangiales.

- La perméabilité de la membrane capillaire.
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- La pression nette d’ultrafiltration obéissant a la loi de Starling, selon I'équation :

Pur = (Pcc- Pu)- (1tce—mu)

e Pcc est la pression hydrostatique dans le capillaire glomérulaire, considérée
comme stable le long du capillaire en raison de la trés faible résistance a
I’écoulement du sang.

e Py la pression hydrostatique dans la chambre urinaire, minime en dehors d’'un
phénomeéne obstructif.

e T1icc la pression oncotique dans le capillaire glomérulaire, augmentant
progressivement le long du capillaire en raison de ’"hémoconcentration liée a
l'ultrafiltration du plasma.

e 11y la pression oncotique dans la chambre urinaire, habituellement négligeable.

Le débit sanguin glomérulaire est lié¢ au DFG par l'intermédiaire de la pression
oncotique (mce). En effet, un débit sanguin élevé limite 'augmentation de la ncg secondaire a
I’'hémoconcentration liée a l'ultrafiltration du plasma le long du capillaire glomérulaire. En
conditions homéostatique, un débit sanguin suffisant permet que I'élévation du gradient de
pression oncotique n’atteigne jamais la valeur du gradient de pression hydrostatique, de sorte
gue la filtration ne s’annule jamais le long du capillaire glomérulaire, réalisant une situation
dite de « déséquilibre de filtration ». Lorsque le débit sanguin baisse, par exemple lors d’une
déplétion volémique, I'équilibre de filtration est atteint et la filtration s’annule avant la fin du

capillaire glomérulaire 7.

La pression capillaire glomérulaire (Pcg) est un déterminant majeur de la filtration
glomérulaire. Cette pression est dépendante du débit d'amont et surtout, sous la dépendance
étroite du rapport des résistances artériolaires afférentes et efférentes, de sorte que, toutes
choses égales par ailleurs, la vasoconstriction de I'artériole afférente entraine une diminution
de Pcc et donc du DFG alors qu’une vasoconstriction de l'artériole efférente entraine une

augmentation de Pcg et donc du DFG.
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Néanmoins, la variation des résistances artériolaires contribue également a la variation
du débit sanguin glomérulaire, de sorte que toute baisse de résistance (afférente et/ou
efférente) tend a augmenter le débit sanguin. Leffet combiné des variations de pression
hydrostatique et de débit sanguin induites par la variation de résistance se traduit ainsi par :

- Une relation inverse entre résistance artériolaire afférente et DFG : La vasoconstriction
de l'artériole afférente entrainant a la fois une baisse du débit sanguin et de la Pcg, le

DFG diminue avec I'augmentation de la résistance afférente (figure 3).

- Une relation biphasique entre résistance artériolaire efférente et DFG: La
vasoconstriction de l'artériole efférente entrainant initialement une augmentation du

DFG secondaire a I'augmentation de Pcg puis une diminution, a mesure que le débit

sanguin baisse (figure 3).
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Figure 3. Influence des résistances afférentes et efférente sur le débit sanguin rénal et le débit de
filtration glomérulaire
Adapté d’apres 1.
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2.3 Autorégulation rénale

Lautorégulation rénale correspond a la capacité du rein a maintenir un débit sanguin,
et un DFG constants malgré des variations de pression de perfusion rénale (figure 4). En dehors
de la plage d’autorégulation, le débit sanguin rénal et le DFG varient de maniére monotone
avec la pression de perfusion rénale. Cette plage d’autorégulation est influencée par de
nombreux facteurs, de sorte qu’il est difficile de donner des valeurs seuil. Chez I’homme, une
valeur de pression artérielle moyenne allant de 60 a 110 mmHg est souvent citée sans que des

données solides appuient ces chiffres.

>
>

Autorégulation

Débit de filtration glomérulaire
Débit sanguin rénal

Pression artérielle

Figure 4. Autorégulation rénale
Débit sanguin rénal et débit de filtration glomérulaire sont maintenus constants pour une
plage de pression artérielle donnée. Adapté d’aprés *.

L'auto-régulation rénale est sous la dépendance de 2 mécanismes principaux :

- Le réflexe myogénique, correspondant a une vasoconstriction réflexe de l'artériole
afférente en réponse a I'étirement pariétal secondaire a I'augmentation de pression
artérielle. Cette vasoconstriction limite le flux d’aval et régule la Pce.

- Le rétrocontréle tubulo-glomérulaire, couplant le débit de chlore dans la branche
ascendante de l'anse de Henle a la production d’adénosine entrainant également la

contraction de I'artériole afférente 7°.
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Plusieurs facteurs vasoactifs modulent I'autorégulation rénale et notamment :

- Les prostaglandines et le monoxyde d’azote exercent un effet vasodilatateur préférentiel
sur l'artériole afférente 777,

- Langiotensine Il et la vasopressine exercent un effet vasoconstricteur préférentiel sur
I'artériole efférente 88!, Néanmoins, elles favorisent également la contraction des
cellules mésangiales, réduisant la surface de filtration 8283,

- La noradrénaline exerce un effet vasoconstricteur a la fois sur les segments pré- et post-
glomérulaires, entrainant une diminution du débit sanguin rénal chez 'homme et

I'animal sains, sans modification notable du DFG 818485,

De maniére importante, il faut noter que I'effet de ces médiateur, en particulier lorsqu’ils
sont administrés ou antagonisés par voie systémique, dépend non seulement des effets locaux
(action sur le tonus vasomoteur de I'artériole afférente et/ou efférente) mais également des
effets systémiques (modification de la pression de perfusion rénale, susceptible d’engager le
réflexe myogénique) ainsi que de I'éventuelle mise en jeu de systémes visant a compenser les

modifications hémodynamiques induites.

2.4 Variations du débit sanguin rénal et du débit de filtration glomérulaire au cours de
I"insuffisance circulatoire

Dans le contexte d’une insuffisance circulatoire a bas débit cardiaque — basse pression
artérielle (mécanismes hypovolémique, cardiogénique ou obstructif), la vasodilatation
myogénique réflexe de l'artériole afférente et les facteurs vasoconstricteurs de l'artériole
efférente tendent dans un premier temps a maintenir une Pcg suffisante pour maintenir la
pression nette d’ultrafiltration et donc le DFG. Lorsque ces mécanismes sont dépassés, le débit

sanguin rénal, la Pcc et le DFG s’effondrent (figure 5).

Au cours de l'insuffisance circulatoire distributive, les données disponibles sont plus

hétérogenes de sorte qu’une une conclusion définitive est plus difficile.
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Lorsque le mécanisme distributif est isolé, en pratique lorsqu’une éventuelle
composante hypovolémique est corrigée a la phase initiale du sepsis, le débit sanguin rénal
est augmenté 2. En effet, les facteurs distributifs affectent également la circulation rénale et
le débit sanguin rénal s’éléeve en réponse a la chute des résistances rénovasculaires 2.
Néanmoins, ce haut débit sanguin rénal s’associe fréquemment a une altération de la fonction.
Cette dissociation ne peut étre expliquée que par une vasodilatation préférentielle de
I'artériole efférente, entrainant une diminution de la P¢g et finalement une diminution du DFG
(figure 5). Latteinte préférentielle de I'artériole efférente suggere que les facteurs
vasoconstricteurs préférentiels du segment post-glomérulaire s'opposent insuffisamment aux
facteurs vasodilatateurs. Ainsi, dans les modeles expérimentaux d’insuffisance rénale aigué
septique, I'administration d’angiotensine Il est associée a une normalisation du débit sanguin
rénal et & une amélioration du DFG 878, Une hypothése complémentaire pour expliquer le
découplage débit — fonction au cours de l'insuffisance rénale des états de choc distributifs
serait la réouverture de shunts péri-glomérulaires (figure 5). Bien que I'existence de telles
structures shuntant le glomérule aient été démontrée chez I'lanimal sain &, leur implication au
cours de linsuffisance rénale aigué reste a prouver. Néanmoins, une vasodilatation
préférentielle de I'artériole efférente serait susceptible de favoriser un shunt périglomérulaire,
le flux sanguin empruntant préférentiellement la zone de moindre résistance. L'absence de
modification histologique significative au cours de la phase précoce de I'insuffisance rénale

aigué du sepsis supporte un réle majeur de ces modifications hémodynamiques &7:°°,
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A Etat physiologique

Artériole afférente Artériole efférente

DSR

Glomerule

C Haut débit — basse pression (choc septique)
Artériole afférente Artériole efférente

NDSR

Glomerule
VP

JVDFG

B Bas débit — Basse pression (choc cardiogénique)

Artériole afférente Artériole efférente

J DSR HEp

Glomerule
VPes
L DFG

D Haut débit — basse pression (choc septique)

Shunt périglomérulaire

Artériole afférente Artériole efférente

NDSR

Glomerule
VP

J DFG

Figure 5. Hémodynamique glomérulaire au cours de différentes situations d’insuffisance circulatoire.
Etat basal (A). Au cours d’une insuffisance circulatoire caractérisée par un bas débit cardiaque (par
exemple, choc cardiogénique), la vasodilatation myogénique réflexe de l'artériole afférente et les
facteurs vasoconstricteurs de l'artériole efférente tendent dans un premier temps a maintenir une PCG
suffisante pour maintenir la pression nette d’ultrafiltration et donc le DFG. Lorsque ces mécanismes
sont dépassés, le débit sanguin rénal, la P et le DFG s’effondrent (B). Au contraire, au cours d’une
insuffisance circulatoire distributive, caractérisée par un haut débit cardiaque (par exemple, choc
septique), la vasodilatation préférentielle de I'artériole efférente explique la chute de la P et donc du
DFG malgré un DSR élevé (C). Additionnellement, la réouverture de shunts péri-glomérulaires,
potentiellement favorisée par la vasodilatation post-glomérulaire, est susceptible de participer au
découplage DSR — DFG observée au cours de l'insuffisance rénale aigué associée a l'insuffisance
circulatoire distributive (D). DSR : Débit sanguin rénal, Pcc : Pression capillaire glomérulaire, DFG : Débit
de filtration glomérulaire.

A la phase tardive, les mécanismes mis en jeu sont plus divers.
Il a été montré dans des modeles animaux que I'inflammation telle qu’engendrée par un sepsis
pouvait étre responsable d’une altération de la perméabilité glomérulaire, en raison de lésions
endothéliales et/ou épithéliales °%°2. La présence possible de lésions tubulaires associées
entraine, via I'accumulation de débris cellulaires dans la lumiéere tubulaire, une augmentation
de la pression hydrostatique dans la chambre urinaire, s'opposant a la Pcs et limitant la

filtration. Les lésions tubulaires sont responsables d’un défaut de réabsorption avec
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notamment persistance d’une charge en chlore urinaire qui engendre une activation
pathologique du rétro-contréle tubulo-glomérulaire responsable d’une limitation du débit
sanguin rénal par vasoconstriction de l'artériole afférente. Le débit sanguin rénal peut étre
d’autant plus réduit que la pression de perfusion rénale diminue en raison d’'une augmentation
de la pression d’aval. Cette augmentation de la pression d’aval peut ainsi résulter d’'une
élévation de la pression veineuse centrale, conséquence d’une réanimation liquidienne
excessive et/ou d’une dysfonction cardiaque co-existante %>, ou d’un syndrome

compartimental abdominal ®.

2.5 Conséquences thérapeutiques

Les mécanismes précédemment développés soulignent la nécessité de maintenir un
débit systémique suffisant et une pression de perfusion rénale adéquate au cours de
I'insuffisance circulatoire. Néanmoins, il est difficile de définir cette pression de perfusion
idéale qui peut varier en fonction du contexte et du niveau de préservation des mécanismes
d’autorégulation. Au cours du choc septique, I'essai SEPSISPAM a suggéré qu’une cible de
pression artérielle plus élevée (80 a 85 mmHg) pouvait étre associée a un bénéfice rénal dans
le sous-groupe des patients préalablement hypertendus : moins de doublement de la
créatininémie, moins de recours a I’épuration extra-rénale 3¢. Néanmoins, I'existence d’une
interaction complexe avec le traitement anti-hypertenseur pris au long cours et I'absence de

confirmation a ce jour incitent a la prudence dans I'interprétation de ce résultat 7.

La concentration en chlore dans la branche ascendante de I'anse de Henle étant le
stimulus du rétro-controle tubulo-glomérulaire, I'utilisation de solutés riches en chlore tels que
le NaCl 0,9%, pourrait théoriquement s’associer a une vasoconstriction de I'artériole afférente,
une baisse de la Pcg et donc une baisse du DFG. Chez le volontaire sain, I'administration de
NaCl 0,9% entraine en effet une vasoconstriction de I'artere rénale qui n’est pas retrouvée avec
un soluté balancé, moins riche en chlore (Plasma-lyte® 148) %8, En revanche dans un modéle
murin de choc septique, une réanimation liquidienne basée sur le NaCl 0,9%, bien qu’a l'origine
d’une hyperchlorémie n’affecte ni I’hémodynamique rénale ni la sévérité de l'insuffisance
rénale en comparaison avec le Plasmalyte® . Il semblerait néanmoins que chez le patient de

réanimation, 'utilisation préférentielle d’'un soluté balancé soit associée a une réduction trés
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modeste du risque composite de déces, recours a I'épuration extra-rénale ou d’insuffisance

rénale persistante & J30 %,

Enfin, l'utilisation de vasoconstricteurs ayant un effet préférentiel sur l'artériole
efférente, tels que la vasopressine ou l'angiotensine Il pourrait - en théorie - permettre une
meilleure Pcg et une optimisation de la filtration glomérulaire. Ainsi |'utilisation de la
vasopressine au cours du choc septique semble étre associée a un moindre recours a
I’épuration extra-rénale ®’. Alternativement ou de maniére complémentaire, I'angiotensine 1|

pourrait également étre administrée avec le méme objectif (voir chapitre 4).
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3. La dipeptidyl peptidase 3

La dipeptidyl peptidase 3 (DPP3) (3.4.14.4 selon la nomenclature de |'International
Union of Biochemistry and Molecular Biology Enzyme Commission [EC] 1), aussi appelée
dipeptidyl aryl-amylase 3 19! ou dipeptidyl aminopeptidase 3 12 est une métallo-peptidase de
80-85 kDa. Il s’agit du troisieme membre identifié d’'une famille hétérogéne de protéines ayant
en commun une activité enzymatique de clivage d’un dipeptide (EC 3.4.14.X) et/ou une
parenté structurelle. Cette famille est composée de 8 membres chez les mammiféeres : DPP1,
DPP2, DPP3, DPP4, DPP6, DPP8, DPP9, DPP10, auxquels s‘ajoutent la DPP5 et la DPP11,

exclusivement retrouvées chez les bactéries ou les champignons 103104,

DPP3 est une enzyme tres conservée au sein du vivant puisqu’un homologue a été mis en
évidence chez la quasi-totalité des espéces eucaryotes et chez certains procaryotes, incluant :
I’'Homme 1%, les rongeurs et lagomorphes 102106107 ‘leg bovins, ovins et porcins 1910 mais

113

aussi Iinsecte tel la drosophile !, des parasites tels Schistosoma 2, Leishmania ou

115

Entamoeba hystolytica 14, des champignons tels Saccharomyces cerevisae *'° ou des bactéries

comme Bacteroides thetaiotaomicron 11°.

3.1 Expression et localisation cellulaire

DPP3 a été isolée initialement a partir de I’"hypophyse bovine 19, Les travaux suivants
ont démontré le caractére ubiquitaire de son expression, retrouvée dans I'ensemble des tissus

de 'organisme 102,

A [l'échelle cellulaire, DPP3 a été décrite initialement comme une protéine
intracellulaire, principalement de localisation cytoplasmique 7. Une localisation nucléaire a
également été décrite, en particulier dans des conditions de stress oxydant '8, Néanmoins,
une activité membranaire a été mis en évidence chez certaines espéces 021! mais a ce jour
jamais chez 'Homme. Les mécanismes susceptibles d’aboutir a I'expression membranaire de
la protéine restent obscurs, la structure primaire de DPP3 ne possédant ni peptide signal ni
domaine (trans)membranaire. Plusieurs études ont démontré que des modifications post-

traductionnelles de protéines cytosoliques pouvaient favoriser I'adressage a la membrane, tels
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la phosphorylation ou la myristoylation *1°. En accord avec cette hypothése, DPP3 posséde un
site de phosphorylation ainsi que plusieurs sites de myristoylation 12,

Enfin, DPP3 est détectable dans les fluides biologiques et notamment le plasma 2, le liquide
séminal 22, amniotique 1, ou cérébro-spinal *?3. Les mécanismes associés au relargage de
DPP3 hors du compartiment cellulaire restent insuffisamment explorés mais pourraient
impliquer la mort cellulaire, notamment via la voie Fas-FasL 1?4, Chez les patients, I'existence
d’une forte corrélation entre la concentration de cDPP3 et celle de marqueurs « lytiques » tels
I'aspartate aminotransférase ou la lactate déshydrogénase supporte cette relation avec la mort

cellulaire 12>126

3.2 Structure

DPP3 est une protéine de 80 a 85 kDa composée de 737 acides aminés chez 'THomme.
La séquence exacte des acides aminés varie beaucoup selon les especes, de moins de 40%
d’homologie avec la séquence humaine pour DPP3 fongique a plus de 80% pour DPP3 murin.
En revanche la structure tridimensionnelle de DPP3 est trés conservée 116127128 | 3 protéine
est formée de deux domaines connectés par une région charniére. Le site de liaison au substrat
est situé au sein de la fente séparant les deux domaines.
Le domaine supérieur, composé principalement d’hélices alpha comporte un site de liaison au
zinc, tandis que le domaine inférieur est formé d’'un assemblage de structures alpha et béta.
Plusieurs motifs tres conservés, tous situés au sein du domaine supérieur, participent aux
fonctions de DPP3. Les métallopeptidases sont habituellement caractérisées par un site
catalytique ayant le motif His-Glu-Xaa-Xaa-His". DPP3, en revanche posséde un site His-Glu-
Xaa-Xaa-Gly-His, faisant exception au sein des metallopeptidases 1%, Les deux résidus histidine
de ce site participent a la coordination d’un ion zinc, essentiel au fonctionnement de DPP3 131,
Un second site de motif Glu-Glu-Xaa-Arg-Ala-Glu/Asp compléte la liaison au zinc via les trois
résidus acides glutamique 128, Un troisieme motif conservé, Glu-Thr-Gly-Glu, est impliqué dans

les fonctions non enzymatiques de DPP3 132, détaillées plus loin.

* Les acides aminés sont désignés selon la nomenclature et les recommandations de I'lUPAC-IUB par
leur code a 3 lettres dans I'ensemble du document, a I'exception des figures ol le code a une lettre a
été préféré 12

30



3.3 Régulation de I'expression de DPP3

Le geéne de DPP3 chez 'Homme est situé sur le chromosome 11. Il contient 28 kb et
comporte 17 exons. Les facteurs régulant I'expression génique de DPP3 restent mal connus. Le
promoteur de DPP3 contient des sites de liaison pour les facteurs de transcription suivants :
Ets1/Elk1, NF-kB, CREB, USF, C/EBP, CdxA et c-Rel. Dans une lignée de glioblastome, le facteur
de transcription Elk1l dont la phosphorylation et la translocation nucléaire sont induite par
ERK1 en aval de la voie MAPK semblait étre un des facteurs déterminants de la régulation
transcriptomique de DPP3 133, Additionnellement, I'cestradiol régule positivement I'expression

de DPP3 a un stade post-transcriptionnel 34,

3.4 Activité enzymatique

DPP3 est une exo-aminopeptidase, clivant séquentiellement un dipeptide de
I'extrémité non substituée d’un grand nombre d’oligopeptides de 3 a 10 acides aminés. Les
meilleurs substrats ont une taille de 3 3 8 acides aminés et les dipeptides Arg-Arg, Ala-Arg,
Asp-Arg et Tyr-Gly sont préférentiellement clivés *3°,

L'activité de DPP3 envers un substrat synthétique est maximale a pH alcalin (8,0-9,0). En
revanche, l'activité de clivage de ses substrats naturels semble maximale a pH physiologique

(7 0_7 5) 117,136.

Réle de protéase non spécifique

Les protéines cellulaires destinées a I'élimination sont dégradées via le systéme
ubiquitine-protéasome et les peptides en résultant sont relargués dans le cytosol. Ces peptides
sont ensuite dégradés par un ensemble de peptidases en leurs acides aminés constituants. Les
peptides de plus de 16 résidus sont dégradés par la tripeptidyl peptidase 2. Les peptides de 6
a 16 acides aminés sont hydrolysés préférentiellement par la Thimet oligopepitdase (TOP). Les
peptides en résultant sont ensuite dégradés par l'action cumulée d’'aminopeptidases telles
I'aminopeptidase N, la leukotriene A4 hydrolase, la bléomycine hydrolase et I'aminopeptidase

sensible a la puromycine. La répartition ubiquitaire de DPP3 et son activité de clivage
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relativement peu spécifique rendent vraisemblable sa participation au renouvellement
protéique intracellulaire 7.

DPP3 a ainsi été impliquée dans la dégradation d’oligopeptides destinés a étre présenté par le
complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il a la surface des cellules présentatrices
d’antigene. En effet, la présence de DPP3 ou de TOP au sein de cellules nécrotiques prévient la
trans-présentation des antigénes. Cette observation suggére qu’une cellule - par exemple

tumorale - ayant un contenu élevé en DPP3 est moins immunogéne 38,

Principaux substrats d’intérét biologique

Les principaux substrats d’intérét en physiologie humaine sont présentés dans le
tableau 1. Il faut noter que la quasi-totalité de ces substrats ont été identifiés dans des
expériences menées ex-vivo. La capacité de DPP3 a cliver ses substrats ex vivo ne constitue pas
une preuve définitive de I'implication de DPP3 dans le métabolisme de ces peptides in vivo.
DPP3 clive des peptides de la famille des angiotensines et notamment dégrade I'angiotensine
Il en angiotensine IV (3-8) 13L. 'angiotensine IV est ensuite clivée en un tétrapeptide (5-8) sans
activité biologique identifiée. DPP3 dégrade également I'angiotensine Ill (2-8), 'angiotensine
(1-7) et l'angiotensine (1-5) 10131139 Deux travaux suggeérent que DPP3 est effectivement
impliqué dans le métabolisme des angiotensines in vivo :

Pang et al., ont démontré dans un modéle d’hypertension murine induite par I'administration
chronique d’angiotensine Il, que lI'injection de DPP3 recombinant était associée a une baisse
de la pression artérielle ainsi qu’a une diminution de la concentration d’angiotensine Il
circulante %0, En revanche, aucun effet sur la pression artérielle n’était observé lorsque
I’hypertension était induite par la noradrénaline 1%,

Sha et al., ont étudié une lignée de souris Dpp3 knock out. En comparaison avec le sérum issu
des compagnons de portée wild type, le sérum des souris males knock out générait ex vivo
des concentrations d’angiotensine I, 11, lll, IV et (1-5) plus importantes 13°. La pression artérielle

de ces souris n’était pas altérée 13,

DPP3 clive également avec une haute affinité des opioides endogénes telles que les

enképhalines, les endomorphines, la dynorphine A (1-8) et la B-casomorphine 141,
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Substrat

Séquence et site(s) de clivage

Références

Angiotensines

Angiotensine Il (1-8)

Asp-Arg Val-Tyrd lle-His-Pro-Phe

139,140

Angiotensine Il (2-8)

Arg-ValJ Tyr-lle-His-Pro-Phe

142

Angiotensine IV (3-8)

Val-Tyr{ lle-His-Pro-Phe

140

Angiotensine (1-7)

Asp-Argd Val-Tyr{ lle-His-Pro

139

Angiotensine (1-5)

Asp-Arg Val-Tyr-lle

139

Enképhalines

Met-enképhaline

Tyr-GlyJ, Gly-Phe-Met

127

Leu-enképhaline

Tyr-GlyJ Gly-Phe-Leu

141

Endomorphines

Endomorphine-1

Tyr-Prod, Trp-Phe-NH,

141

Endomorphine-2

Tyr-Pro\, Phe-Phe-NH,

141

B-casomorphine

Tyr-ProJ, Phe-Val-Glu-Pro-lle

141

Dynorphine A (1-8)

Tyr-GlyJ, Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle

141

Tableau 1. Principaux substrats de DPP3 d’intérét en physiologie humaine.
La fleche ({') indique le(s) site(s) de clivage identifié(s).

Il faut mentionner également la capacité de DPP3 a cliver des substrats synthétiques et
notamment des dérivés naphtylamides, permettant la mesure in vitro de l'activité DPP3. Le
plus utilisé est le Arg-Arg-B-naphthylamide 2. ’hydrolyse du dipeptide Arg-Arg permet la

libération du B-naphthylamide, fluorescent (excitation a 340 nm, émission a 410 nm).

3.5 Réle non enzymatique : Implication dans la réponse anti-oxydante

DPP3 intracellulaire est impliquée dans la régulation de la réponse anti-oxydante de
maniere indépendante de son activité enzymatique. En effet, il a été démontré que DPP3 est
un régulateur de la voie NRF2/Antioxydant response element (ARE) 143144,

A |’état basal, NRF2 est produit en petite quantité et se lie rapidement a KEAP1. Cette liaison
promeut 'ubiquitinylation de NRF2 et sa dégradation par le protéasome 44,

Linteraction de KEAP1 et NRF2 est sujette a compétition ou a interférence par d’autres
protéines contenant le motif Glu-Thr-Gly-Glu, incluant notamment les protéines p62/SQSTM1,

PALB2, IKKB, PGAMS5 et DPP3 132, En se liant a KEAP1 via le motif Glu-Thr-Gly-Glu, ces protéines
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réduisent le pool de KEAP1 disponible pour lier NRF2 et protégent ainsi NRF2 de Ia

dégradation. Il a été démontré que l'interaction de DPP3 et KEAP1 était favorisée par le stress

oxydatif et notamment la présence d’especes réactives dérivées de I'oxygéne

132

NRF2 ainsi protégé de la dégradation est ensuite transloqué dans le noyau ou il agit comme

facteur de transcription en se liant aux séquences ARE dans le promoteur des génes cibles. Les

génes cibles de NRF2 sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires et notamment

dans I'élimination des especes dérivées de I'oxygéne ainsi que le métabolisme ou la disposition

des xénobiotiques (tableau 2). A titre d’exemples, il a été démontré le role de variation

d’expression de DPP3 intracellulaire dans la résistance des cellules cancéreuses ainsi que dans

la genése de l'ostéoporose 132145

Géne

Références

Défenses anti-oxydantes

NAD(P)H quinone deshydrogenase 1 (NQO1)

146

Heme oxygénase 1 (HO1)

146

Superoxide dismutase 3 (SOD3)

146

Glucose-6-phosphate deshydrogenase (G6PD)

146

Gluthation peroxidase 2 (GPX2)

146

Chaine légéere de la ferritine

146

Peroxiredoxine 1 (PRX1)

146

Métabolisme et disposition des xénobiotiques

MRP2,3,4

147

UDP-glucuronosyltransferases

148

Autres

ETS1

149

Tableau 2. Principaux génes régulés positivement par NRF2.
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3.6 Dipeptidyl peptidase 3 circulante en situation pathologique

Réle pronostique de la concentration de dipeptidyl peptidase 3 circulante chez le patient

critique.

Plusieurs travaux de notre équipe se sont intéressés a la mesure de DPP3 plasmatique,
aussi appelée DPP3 circulante (cDPP3). Dans une analyse post-hoc des données de l'essai
OPTIMA-CC incluant des patients en état de choc cardiogénique, la concentration de cDPP3 a
I'inclusion était associée au développement d’un état de choc réfractaire défini comme une
élévation de la lactatémie associée a une détérioration des fonctions d’organe malgré
I'utilisation de noradrénaline/adrénaline (>1 pg/kg/min) ou de dobutamine (>10 pg/kg/min)
ou d’un ballon de contre-pulsion intra-aortique (Aire sous la courbe ROC : 0,73 [0,55-0,93]) *°°.
Dans ce travail, les patients ayant une concentration de cDPP3 supérieure au 3% quartile
avaient un débit cardiaque et une estimation du DFG significativement plus faibles comparés
au reste de la cohorte. Enfin, la baisse de la concentration de cDPP3 a 24h était associée a une
réduction significative du risque de choc cardiogénique réfractaire ou de décés **°
L'association avec le pronostic de I'état de choc cardiogénique a été confirmée au sein de la
cohorte Cardshock 1. Dans ce second travail, I'association de cDPP3 avec la mortalité a J30
était confirmée (Hazard ratio [HR] standardisé : 1,4 [1,1-1,8]). La encore, une réduction du
taux de cDPP3 a 24h était associée a un pronostic moins défavorable.

La valeur pronostique de la concentration de cDPP3 a également été évaluée au cours des
états septiques graves. Ainsi la concentration de cDPP3 est plus fréquemment élevée au cours
du choc septique que du sepsis *'1°2, Dans cette situation, la concentration de cDPP3 &
I'admission est associé a la mortalité a 28 jours (HR standardisé non ajusté 1,8 [Cl 1,6-2,1]; HR
ajusté 1.5 [Cl 1.3-1.8]). De plus, une concentration élevée en cDPP3 était associée au recours
ainsi qu’a la durée du support vasopresseur, a la ventilation mécanique ainsi qu’a I'épuration
extra-rénale. La encore, I'évolution de la concentration en cDPP3 était associée au pronostic.
Chez les patients ayant une concentration initialement élevée, une diminution de la
concentration a 24h sous le seuil de 40,4 ng/mL était associée a un pronostic comparable a
celui des patients chez qui cDPP3 était constamment bas. Au contraire, la persistance d’une
concentration de cDPP3 élevé était associée a une majoration des défaillances d’organe et au

pronostic le plus défavorable 1>2,

35



Enfin, la concentration de cDPP3 a été mesurée chez des patients souffrant de brdlures
étendues. Chez ces patients, une concentration élevée en cDPP3 a I'admission était associé au
développement d’une insuffisance circulatoire ou d’une insuffisance rénale aigué dans les 48
premieres heures de prise en charge, ainsi qu’au déces dans les 90 premiers jours, y compris

apres ajustement sur la surface corporelle brilée >3

Implication potentielle de cDPP3 dans la physiopathologie de I'insuffisance circulatoire.

De maniére intéressante, une corrélation parfaite a été observée entre la concentration
et I'activité cDPP3 (Figure 6) 21151 Cette observation suggére, d’une part que DPP3 est
relarguée sous sa forme active, d’autre part qu’il n‘existe pas d’inhibiteur endogene ou
exogene présent en quantité suffisante dans le plasma du patient critique pour inhiber de
maniere significative 'activité de I'enzyme. Par ailleurs, I'absence d’expression membranaire
démontrée chez I’'Homme autorise a interpréter I'activité circulante comme le reflet total de
I'activité de DPP3 vis-a-vis des substrats circulants. Cette observation permet de formuler
I’hypothése d’un role physiopathologique de cDPP3 chez le patient critique. Ainsi cDPP3 par
son activité de clivage de substrats ayant des propriétés cardiovasculaires pourrait participer

a la genése et a I'entretien de I'insuffisance circulatoire.
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Figure 6. Corrélation entre la concentration et I'activité circulante de DPP3.
(A) Cohorte associant des volontaires sains et des patients atteints de sepsis/choc septique, d’aprés
121 (B) Cohorte de patients atteints de choc cardiogénique, d’aprés *°1. DPP3 : Dipeptidyl peptidase 3.
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Cette hypothése est supportée par des travaux expérimentaux préliminaires.
Chez la souris, I'injection de DPP3 humain purifié provoque une diminution transitoire de la
fonction contractile ventriculaire gauche, mise en évidence par une baisse de la fraction de
raccourcissement ventriculaire gauche échographique *°1. A I'inverse, la dysfonction cardiaque
catécholaminergique induite par linjection répétée d’isoprénaline chez la souris est
caractérisée par une baisse de la fraction de raccourcissement ventriculaire gauche et des taux
élevés de cDPP3. Dans ce modele, lI'administration d’'un anticorps monoclonal inhibant
I'activité cDPP3, le procizumab, est associée a une normalisation rapide de la fonction
ventriculaire gauche 1. Enfin, dans un modéle murin de cardiomyopathie septique,
I'administration de I'anticorps monoclonal ciblant cDPP3 est associée a une amélioration de la

fonction contractile ventriculaire gauche ainsi que du débit cardiaque 4.

Ces travaux apportent la preuve de concept qu’une activité cDPP3 circulante élevée est
susceptible d’aggraver ou d’entretenir la dysfonction circulatoire et que son ciblage représente
une piste thérapeutique potentielle. En revanche les mécanismes précis liant I'activité cDPP3
et la fonction circulatoire restent inconnus. Parmi les substrats identifiés de DPP3, les

enképhalines ou les angiotensines sont susceptibles d’étre impliquées.

Les enképhalines sont des opioides endogenes impliqués notamment dans la
modulation de la douleur et la réponse comportementale au stress . Elle se lient aux
récepteurs opioides p avec une affinité similaire a celle de la morphine et aux récepteurs 6
avec une affinité dix fois supérieure a celle de la morphine °%, Des effets cardiovasculaires
complexes directs ou indirects ont été décrits.

Ainsi, la leu-enképhaline administrée par voie systémique entraine une augmentation de la
pression artérielle et de la fréquence cardiaque, un effet bloqué par la naloxone (antagoniste
pan-opioide) ou le propranolol (antagoniste B-adrénergique), suggérant que les effets
observés sont dépendants de la stimulation de récepteurs B-adrénergiques *°’. Chez le rat,
I'administration d’un agoniste synthétique des récepteurs opioides & est associée a une
augmentation de la contractilité ventriculaire gauche et du débit cardiaque alors que Ia
pression artérielle baisse 8. Ces effets sont bloqués par le propanolol. De maniére
intéressante, il a été démontré I'existence de cellules chromaffines intra-cardiaques exprimant

les récepteurs opioides & °°. Aprés stimulation par un agoniste &-opioide synthétique, ces
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cellules sécrétent de I'adrénaline °. Ces données suggeérent que les effets cardiovasculaires
des enképhalines seraient médiés par les récepteurs B-adrénergiques via le relargage de
catécholamines. Néanmoins des données contradictoires ont été publiées. Ainsi
I'administration de leu-enképhaline ou de met-enképhaline a forte dose au lapin est associée
a une diminution de la pression artérielle et du rythme cardiaque ®°. Plusieurs hypothéses
sont susceptibles d’expliquer ces observations en apparence contradictoires : les différences
dans le choix du modeéle expérimental (espéce), les modalités d’anesthésie, la nature et la dose
de l'agoniste des récepteurs opioides &6 employé. On peut supposer qu’a plus forte dose, la
stimulation du nerf vague via les récepteurs opioides p serait responsable des effets
dépresseurs 1, A I'inverse, la stimulation isolée des récepteurs opioides & pourrait avoir un
effet vagolytique 62163, Sur le plan rénal, ni les enképhalines ni les autres opioides ne semblent
8tre associés a un effet hémodynamique direct 164167,

En conclusion, si les données disponibles suggérent un role potentiel des opioides endogénes
dans la modulation de la fonction cardiovasculaire, plus de données sont nécessaires pour en

identifier les mécanismes et déterminer si ces effets sont pertinents en physiopathologie.

Les peptides du systeme rénine-angiotensine ont en revanche des effets cardiovasculaires bien

établis.
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4. Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone

4.1 Description du systéme rénine-angiotensine-aldostérone

Le SRAA est un ensemble complexe de plus de 30 enzymes, peptides et récepteurs
(figure 7). La formation de tous les peptides effecteurs du SRAA dérive du clivage protéolytique

séquentiel de 'angiotensinogene, aussi appelé cascade protéolytique.

Langiotensinogéne est une a-glycoprotéine produite par les hépatocytes, et clivée par la
rénine pour former le décapeptide inactif angiotensine I. La rénine est une enzyme produite
par les cellules juxta-glomérulaires du rein et secrétée via deux voies : une voie constitutive a
I'origine de la sécrétion d’'une forme inactive, appelée pro-rénine; et une voie régulée a
I'origine de la sécrétion pulsatile ou quanta-like de rénine active, sous I'influence de stimulus
multiples. Parmi les plus importants de ces stimulus, la baisse de la pression de perfusion
rénale, un apport insuffisant en sel ou la stimulation sympathique (figure 8) . Cette
régulation fine de la sécrétion de rénine est effective en quelques minutes et permet un
ajustement précis de I'entrée dans le systéme et in fine des effets d’aval. Une induction plus
lente de la synthese et de la sécrétion d’angiotensiongéne par plusieurs facteurs de stress tels
que les glucocorticoides, les cytokines (Interleukine-1 et -6, interféron-y, Tumor necrosis factor
a), cestrogenes, triiodothyronine et l'angiotensine Il (rétrocontréle positif) permet de

maintenir une quantité suffisante de substrat pendant les situations de stress prolongé 16°.

A ce jour, il n’existe pas de preuve que la pro-rénine circulante puisse étre convertie en rénine.
Néanmoins cet aspect reste peu étudié %, En revanche, la liaison de la pro-rénine a un
récepteur membranaire, appelé (pro-)renin receptor (PRR) entraine lactivation non

protéolytique de la pro-rénine et permet la génération locale d’angiotensine | 17°,
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Par souci de clarté, seules les réactions enzymatiques aboutissant a un substrat d’intérét physiologique
identifié sont représentées. Les interactions d’un ligand sont illustrées par le(s) cercle(s) de la couleur
du(des) récepteur(s) corespondant(s) : bleu (AT1R), vert (AT2R), rouge (AT4R/IRAP), gris (PRR), violet
(MAS) ou jaune (MGRD). Ang: Angiotensines, NO: Monoxyde d’azote, AT1R: Récepteur a
I'angiotensine Il de type 1, AT2R: Récepteur a l'angiotensine Il de type 2. AT4R: Récepteur a
I'angiotensine IV. IRAP : Insulin-regulated aminopeptidase, (P)RR : (Pro-)renin receptor. MRGD : MAS-

related G-protein-coupled receptor D.

Langiotensine | est ensuite clivée en C-terminal par I'enzyme de conversion de

I'angiotensine (ECA1) pour former le principal effecteur du SRAA : I'octapeptide angiotensine

II. 'ECA1 existe sous deux formes : une forme membranaire, principalement exprimée par les

cellules endothéliales pulmonaires et une forme soluble ou circulante. Il est important de

noter que la littérature supporte un role majoritaire de I'ECA1 membranaire, quantitativement

plus importante, dans l'activité ECA1 totale 7.

Langiotensine Il agit via le récepteur de
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I'angiotensine Il de type 1 (AT1R), médiant ses effets vasoconstricteurs, prolifératifs, pro-
fibrotiques et pro-inflammatoires ainsi que la libération d'aldostérone par la surrénale. Bien
gue cela n‘ait pas été formellement démontré chez ’homme, la stimulation d’AT1R exerce
également un effet inotrope positif, démontré in vitro ainsi que chez I'animal Y7>173, En outre,,
la stimulation d’AT1R a la surface des cellules juxta-glomérulaires exerce un rétro-contrdle
négatif sur la sécrétion de rénine 8, Un autre récepteur, appelé récepteur a I'angiotensine I
de type 2 (AT2R) semble médier des effets opposés a AT1R 74, 'angiotensine Il est clivée en
Angiotensine 1ll (2-8) par I'aminopeptidase A puis en angiotensine IV (3-8) par
I'aminopeptidase N. Alternativement, l'angiotensine Il peut étre clivée directement en
angiotensine IV par DPP3. Langiotensine Il stimule AT1R et AT2R avec une affinité similaire a
I'angiotensine Il et ainsi produit des effets systémiques comparables bien que sa clairance soit
plus rapide 7>176, "angiotensine IV lie également les récepteurs de I'angiotensine Il avec une
faible affinité et posséde également un récepteur spécifique doté d’une activité enzymatique
appelé récepteur de I'angiotensine IV (AT4R) ou Insulin Regulated AminoPeptidase (IRAP). La
liaison de I'angiotensine IV inhibe I'activité d’IRAP et prolonge ainsi la demi-vie de ses substrats

comme l'ocytocine ou la vasopressine 1777179,

En parallele du SRAA « classique » précédemment décrit, un systéme dit « alternatif »
a plus récemment été mis en évidence. Lentrée dans ce systéme peut se faire a plusieurs
niveaux. Un homologue de I'ECA1, appelée enzyme de conversion de type 2 (ECA2) catalyse la
formation d’angiotensine (1-9) a partir d’angiotensine | et d’angiotensine (1-7) a partir
d’angiotensine Il. Additionnellement, I'angiotensine (1-7) peut étre produite par des prolyl
peptidases a partir de I'angiotensine Il, ou directement par la néprilysine ou endopeptidase
neutre (NEP) directement a partir de l'angiotensine I. La contribution respective de ces
différentes enzymes reste mal connue. L'ECA1 catalyse ensuite la formation d’angiotensine (1-
7) a partir d’angiotensine (1-9) puis d’angiotensine (1-5) a partir de (1-7). Les deux effecteurs
principaux de ce systeme alternatif, I'angiotensine (1-7) et 'angiotensine (1-5) médient leurs
effets vasodilatateurs, anti-inflammatoires, anti-fibrosant et natriurétiques via leur récepteur

MAS 180,
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Figure 8. Régulation de la sécrétion de rénine.

Les cellules juxtaglomérulaires sécrétent la rénine par exocytose en réponse a de nombreux stimulus.
Les facteurs systémiques tels que la pression artérielle, 'apport en sel et I'activation du systéme
nerveux sympathique exercent leurs effets directement ou indirectement par I'intermédiaires de
médiateurs locaux. Au niveau cellulaire, tous les médiateurs stimulant la sécrétion de rénine agissent
par I'intermédiaire d’'une accumulation dAMPc. A I'inverse, tous les stimulus associés a 'accumulation
de calcium intracellulaire inhibent la sécrétion de rénine. Le GMPc favorise ou inhibe la sécrétion de
rénine, en fonction de son mode de production. Lactivation de la guanylate cyclase soluble par le NO
inhibe la PDE3 et ainsi stimule la sécrétion de rénine. A l'inverse, l'activation de la guanylate cyclase
membranaire par les peptides natriurétiques inhibe la sécrétion de rénine. SNS: systéme nerveux
sympathique, NO: monoxyde d’azote, AC: adénylate cyclase, mGC-A: guanylate cyclase A membranaire,
sGC: guanylate cyclase soluble, PDE3/4: Phosphodiesterase 3/4, ATP: adénosine triphosphate, AMPc:
adénosine monophosphate cyclique, GTP: Guanosine triphosphate, GMPc: guanosine monophosphate
cyclique.

4.2 Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone au cours de l'insuffisance circulatoire

Le systéeme rénine-angiotensine est un systéeme compensateur lors des situations de stress

Il existe une certaine dichotomie entre situation physiologique et pathologique au
regard de la dépendance au SRAA. Ainsi, en conditions purement physiologiques et
notamment lorsque I'apport en sodium est suffisant et que les autres systémes de maintien de
la pression artérielle sont integres, le SRAA ne semble pas indispensable au maintien de

I’'hémodynamique. Dans ces conditions, I'administration d’un antagoniste de la rénine ou de
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AT1R n’entraine pas de modification hémodynamique notable 18182 |’'administration d’un IEC
en revanche, s'accompagne d’une baisse de la pression artérielle puisque I'enzyme de
conversion catalyse également la dégradation de la bradykinine, un peptide vasodilatateur
182,183 En revanche, le SRAA joue un réle clef dans les situations de stress en permettant le
maintien de I’hémodynamique principalement via laction vasoconstrictrice et anti-
natriurétique de I'angiotensine |l et la sécrétion d’aldostérone par la surrénale, permettant de
potentialiser la réabsorption de sodium. Ainsi, une déplétion sodée préalable démasque
I’hypotension lors de I'administration d’'un antagoniste de AT1R chez ’homme 4, Les patients
sous inhibiteurs du SRAA sont plus susceptibles de présenter une hypotension lors de
I'induction d’une anesthésie générale 8>, Dans ce contexte spécifique, il a été élégamment
démontré que les principaux systémes de régulation de la pression artérielle, a savoir le
systeme sympathique, le systéme vasopressinergique et le SRAA, sont étroitement
interconnectés et capables d’'une compensation mutuelle. Cependant, lorsque les trois
systtmes sont compromis, une hypotension potentiellement mortelle survient 186,
L'interconnexion étroite entre ces trois systémes est encore soulignée par I'évidence d’une
synergie entre eux. A titre d’exemple, la vasoconstriction provoquée par |'angiotensine Il est

potentialisée par la noradrénaline ou la vasopressine 187188,

Les effets a court terme du SRAA sur la fonction rénale dépendent a la fois de la
modulation de la pression de perfusion rénale, mais aussi d’'une action différentielle sur les
deux podles glomérulaires. Langiotensine Il exerce un effet vasoconstricteur préférentiel sur
I'artériole glomérulaire efférente. En conséquence, la perte de cet effet vasoconstricteur tend
donc a faire baisser la Pcg et donc le DFG 82, Chez I'animal ou I’humain sain, ces modifications
hémodynamiques n'entrainent pas directement de modifications fonctionnelles 99191 En

revanche, en situation de stress, la prise d’un inhibiteur du SRAA précipite la réduction du DFG

189

Les modeles animaux d’insuffisance circulatoire démontrent de maniére convaincante
le réle de I'intégrité du SRAA dans le maintien de 'hémodynamique systémique ou rénale.
Ainsi, une néphrectomie ou I'administration d’un inhibiteur de 'ECA1 aggravent I’hypotension
artérielle au cours du choc hypovolémique ou endotoxique expérimental °21%3, Dans les

modeles animaux de choc septique, I'administration d’'un antagoniste de AT1R aggrave
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I'insuffisance rénale tandis que l'administration d’angiotensine Il est associée a une

amélioration de la fonction rénale 8788,

Perturbation du SRAA au cours de l'insuffisance circulatoire distributive

Les données disponibles suggérent des dysfonctions du SRAA au cours de I'état de choc
distributif et notamment du choc septique. Chez les patients critiques, une concentration
élevée de rénine a été associée a une pression artérielle plus basse, une incidence plus
importantes d’événements rénaux ainsi qu’a une mortalité plus importante %1%, Au cours de
I'insuffisance circulatoire distributive, une concentration de rénine élevée est observée,
corrélée 3 une élévation de la concentration d’angiotensine | circulante '%. Néanmoins cette
activation d’amont du SRAA contraste avec des concentrations d’angiotensine Il en régle
normale voir basses °>%7, et donc d’un ratio angiotensine | / angiotensine Il élevé, associé a
une mortalité plus importante 7. Toutes choses égales par ailleurs, le ratio angiotensine | /
angiotensine Il est inversement corrélé a I'activité de ECA1 3, En conséquence, I'observation
d’un ratio élevé chez les patients souffrant d’insuffisance circulatoire distributive a conduit a
attribuer les altérations observées a un défaut d’activité ECA1 en premier lieu 1%>1%7, En effet,
un tel défaut d’activité ECA1 a été mis en évidence chez les patients présentant des Iésions
pulmonaires aigués associées au sepsis, en cohérence avec l|'expression dominante de
I'enzyme, suggérant un role clef de I'endotheliopathie (pulmonaire) associée au sepsis %829,
Alternativement, le défaut d’activité ECA1l pourrait étre lié a la présence d’inhibiteurs
circulants 201202 pour note, puisque I'ECA1 catalyse également la dégradation de la
bradykynine, un tel défaut d’activité est susceptible de mener a une accumulation de ce
peptide vasodilatateur, aggravant I'insuffisance circulatoire 83,

Néanmoins, plusieurs mécanismes intriqués pourraient expliquer les perturbations du SRAA
au cours du choc septique (figure 9). Ainsi, une dégradation accrue de I'angiotensine Il et/ou
un défaut d’expression membranaire du récepteur AT1R pourraient s’ajouter au défaut de
génération de I'angiotensine Il pour in fine aboutir a un défaut de signalisation.

Des travaux anciens ont ainsi démontré 'augmentation progressive de I'activité angiotensinase
du plasma au cours du choc endotoxique chez le chien 2°. Parmi les enzymes participant
théoriguement a cette activité de clivage de l'angiotensine Il, seules quelques-unes ont été

étudiées dans le contexte spécifique de Iinsuffisance circulatoire. Comme évoqué
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précédemment, la concentration de cDPP3 est augmentée chez certains patients atteints de
choc septique 2. De maniére intéressante, DPP3 clive 'angiotensine Il en angiotensine IV, puis
I'angiotensine IV en un peptide inactif. En revanche, DPP3 ne clive pas I'angiotensine |, de sorte
gu’une augmentation de lactivité cDPP3, toutes choses égales par ailleurs, peut
théoriguement mener a une augmentation du ratio angiotensine | / angiotensine Il. Parmi les
autres enzymes clivant I'angiotensine I, 'ECA2 n’a pas été spécifiquement étudiée dans le
contexte de linsuffisance circulatoire humaine ou expérimentale. D’autres enzymes
pourraient étre impliquées telles la prolyl oligopeptidase ou la prolyl carboxypeptidase mais la
magnitude d’augmentation de leur activité circulante parait faible en comparaison avec DPP3
203 Enfin, la NEP clive I'angiotensine Il et peut théoriquement court-circuiter ECA1 en générant
de l'angiotensine (1-7) a partir d’angiotensine I. Bien que la concentration circulante de NEP
soit augmentée chez le patient critique, cette augmentation n’est pas associé au pronostic,
potentiellement parce qu’au cours du sepsis concentration et activité NEP sont dissociées au
cours du choc septique, vraisemblablement en raison de la présence d’inhibiteurs circulants
204,205'

Enfin, la sensibilité réduite a l'angiotensine Il au cours du choc septique humain et
expérimental suggére un défaut en aval de I'angiotensine Il. Ce défaut de signalisation pourrait
résulter d’'un défaut d’expression membranaire du récepteur AT1R, en rapport avec une
internalisation ou une réduction de sa synthése. La localisation membranaire du récepteur est
en effet modulée par deux protéines: I'AT1R-associated protein (ATRAP), favorisant
I'internalisation du récepteur ; et I’AT1R-associated protein 1 (ARAP1), favorisant le recyclage
du récepteur a la membrane 296297, De maniére intéressante, un polymorphisme génétique de
ATRAP a été associé avec une expression accrue de la protéine in vitro, ainsi qu’avec une
vasoplégie accrue chez les patients, mise en évidence par une pression artérielle plus basse au
cours du sepsis ou en post-opératoire de chirurgie cardiaque et une surmortalité 2%, A
I'inverse, lI'expression de ARAP1 est régulée a la baisse au cours de l'endotoxémie

209 Une

expérimentale ou aprés exposition in vitro a des cytokines pro-inflammatoires
pression artérielle plus basse chez la souris Arap1 KO apreés injection d’endotoxine suggere que
I'absence d’ARAP1 participe au développement de I’hypotension via la réduction de la
sensibilité a l'angiotensine Il 2%, De plus, le monoxyde d’azote et les cytokines pro-
inflammatoires régulent négativement la transcription du géne AT1R 219211 e micro-ARN-155,

surexprimé au cours du sepsis humain et expérimental pourrait également réguler
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négativement la transcription d’AT1R, entrainant une diminution de la sensibilité a

I'angiotensine Il 212,

De maniere notable, la prescription croissante des inhibiteurs du SRAA expose les
patients atteints d’insuffisance circulatoire a des causes iatrogenes de signalisation
insuffisante. Par exemple, la prise d’un inhibiteur de la rénine ou d’un inhibiteur de ECA1
pourrait étre a l'origine d’'un défaut de production d’angiotensine Il. Alternativement, la prise
d’un antagoniste de AT1R ou sartan réduit la sensibilité a I'angiotensine II. Il est important de
noter que certains de ces médicaments ont une demie-vie longue et une élimination rénale

préférentielle, exposant les patients a des perturbations prolongées du systéme.

Les altérations listées ci-dessus sont susceptibles d’advenir isolément ou de s’associer
pour provoquer, in fine, un découplage entre |'activation du systéme (mesurée par la sécrétion
de rénine), et les effets d’aval (stimulation de AT1R). De maniére intrigante, I'évidence d’un tel
découplage pourrait étre retrouvée dans les situations d’hypoaldostéronisme
hyperréninémique décrites précédemment chez un sous-groupe de patients critiques 2137215,
Ces patients, en dépit d’une activité rénine circulante constamment augmentée, présentaient
une aldostérone normale ou méme diminuée. Notablement, ce profil était plus fréquemment
retrouvé chez des patients en choc septique et était associée a une plus grande incidence

d’insuffisance rénale aigué et a une moindre survie 213215,
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Figure 9. Perturbations du systéme rénine-angiotensine-aldostérone au cours de I'état de choc
distributif.

Les perturbations du systeme rénine-angiotensine-aldostérone sont susceptible de survenir a trois
niveaux, de maniere non mutuellement exclusive : 1. Défaut de génération d’angiotensine Il, par
exemple en rapport avec un déficit d’activité ECAL. 2. Dégradation accrue de l'angiotensine Il, par
exemple en rapport avec une augmentation de |'activité de DPP3 circulante. 3. Indisponibilité du
récepteur, en raison d’une internalisation sous |'effet de protéines adaptatrice ou d’'une diminution de
la synthése du récepteur en réponse aux cytokines pro-inflammatoires, au NO, ou au micro-ARN-155.
ECA1 : Enzyme de conversion de l'angiotensine, ECA2 : Enzyme de conversion de I'angiotensine de type
2, DPP3 : Dipeptidyl peptidase 3, PRCP : Prolyl carboxypeptidase, POP : Prolyl oligopeptidase. AT1R :
Récepteur a lI'angiotensine Il de type 1, ATRAP : AT1R-associated protein, ARAP1 : AT1R-associated
protein 1. IL-1B : Inerleukine-1B, TNFa : Tumor necrosis factor a, IFNy : Interféron y, NO : Monoxyde
d’azote.

Administration d’angiotensine Il au cours du choc distributif

Dans les modeéles animaux de choc septique, un support vasopresseur par angiotensine
Il permet d’atteindre les objectifs de réanimation hémodynamique de maniére similaire a la
noradrénaline 2627 Chez I'Homme, l'utilisation d’angiotensine Il d’origine bovine était
initialement limitée a des situations de sauvetage, chez le patient en état de choc réfractaire
218219 | e développement d’une angiotensine Il humaine synthétique a permis son évaluation

a plus grande échelle. Lessai randomisé contrélé ATHOS-3 a évalué I'adjonction d’angiotensine
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Il ou d’'un placebo chez des patients atteints de choc distributif réfractaire aux catécholamines
68 Le critére de jugement principal, la réponse en termes de pression artérielle moyenne a 3
heures du début de I'infusion, définie comme l'obtention d’une pression artérielle moyenne
supérieure a 75 mmHg ou un incrément d’au moins 10 mmHg sans augmentation du débit de
perfusion des autres vasopresseurs, était atteint plus fréquemment par les patients
randomisés dans le bras angiotensine Il, en comparaison avec les patients ayant recu le
placebo (69,9% vs 23,4%, p < 0,001). Il n'y avait pas de différence significative sur les critéres
de jugements secondaires tels que le changement moyen du score SOFA a 48h de I'inclusion
ou la mortalité a J7 ou J28. Une analyse post-hoc a suggéré que chez les patients nécessitant
une épuration extra-rénale aigué a l'inclusion, le délai de libération de I'’épuration était
significativement plus court et la survie significativement plus importante chez les patients
randomisés dans le bras angiotensine Il comparativement au placebo ?2°. En dépit de ces
résultats intéressants et biologiquement plausibles, la nature post-hoc de I'analyse et I'absence
de critéres pré-définis pour l'initiation et le sevrage de I'épuration extra-rénale prévient toute
conclusion définitive. De plus, parmi les patients ayant une concentration de rénine supérieure
a la médiane de la population d’ATHOS-3, la randomisation dans le bras angiotensine |l était
associée avec une réduction significative de la mortalité a J28, en comparaison au placebo
(50,9% vs 69,9%, p = 0,012), suggérant le potentiel de la rénine comme un biomarqueur
d’enrichissement potentiel dans des essais futurs. Il reste néanmoins a démontrer
prospectivement que langiotensine |l améliore le pronostic des patients souffrant
d’insuffisance circulatoire. En outre, plusieurs points devront étre éclaircis :

Premiérement, il est incertain que I'angiotensine Il doive étre administrée a tous les patients
présentant une insuffisance circulatoire distributive. De maniere notable, la réponse
vasoconstrictrice a I'angiotensine Il n’est pas constante au cours du choc vasoplégique. En
effet, 30% randomisés dans le bras angiotensine Il d’ATHOS-3 n’ont pas présenté de réponse
en pression artérielle a 3h en dépit de I'utilisation de doses élevées (jusqu’a 200 ng/kg/min)
8 A l'inverse, un phénomeéne de réponse exacerbée a été décrit 2217223, Cette diversité dans le
profil de réponse pourrait refléter la diversité des mécanismes de perturbations du SRAA
précédemment décrits. Selon cette hypothése, les patients ayant un défaut isolé de génération
de langiotensine Il seraient susceptibles de présenter une réponse exacerbée a
I'administration de doses pharmacologiques d’angiotensine Il exogene. A inverse, de fortes

doses pourraient ne pas étre suffisantes chez un patient présentant une dégradation accrue
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de l'angiotensine Il et/ou une indisponibilité du récepteur AT1R. Chez ces patients, des
stratégies alternatives ou complémentaires pourraient étre nécessaires. L'utilisation de
biomarqueurs prédictifs pourrait éventuellement aider a caractériser le phénotype des
altérations du SRAA en cause et aider a personnaliser les thérapeutiques.

Deuxiemement, dans ATHOS-3, 80,7% des patients avaient un choc septique. Il reste a
déterminer si l'angiotensine Il est bénéfique au cours de I'insuffisance circulatoire distributive
non septique. Les mécanismes moléculaires a l'origine des altérations du SRAA ont été
principalement décrits dans des contextes septiques, et la balance bénéfice-risque dans des
situations non septiques telles qu'une pancréatite sévere, des brilures étendues ou en post-
opératoire de chirurgie cardiaque peut différer. Les patients ayant récemment subi une
agression cardiaque représentent une population a risque et des études spécifiques sont
nécessaires pour évaluer la pertinence et la sécurité du traitement par I'angiotensine Il dans
ces cas.

Troisiemement, dans ATHOS-3, plus de deux tiers des patients recevaient au moins deux
vasopresseurs avant le début de [linfusion d’angiotensine Il ou de son placebo,
majoritairement l'association noradrénaline et vasopressine. Des travaux complémentaires
sont nécessaires pour déterminer sil'angiotensine Il devrait étre administrée en premiere ligne
ou en tant que 2¢ ou 3® médicament vasopresseur. Alternativement, le bénéfice d’une stratégie
balance primaire associant d’emblée noradrénaline, vasopressine et angiotensine Il pourrait
étre évalué 2%,

Finalement, le profil des effets indésirables demande a étre précisé. Bien que les taux
d’évenements d’intérét spécifique dans ATHOS-3 ne différaient pas significativement selon le
bras de randomisation, une incidence cumulée d’événements thrombotiques artériels et/ou
veineux était observée chez les patients ayant recu de I'angiotensine Il 822>, Cette observation
est cohérente avec les propriétés pro-thrombotiques de l'angiotensine Il et a motivé la

recommandation d’administrer une prophylaxie anti-thrombotique aux patients traités 226,

En conclusion, les données actuelles suggerent l'existence de perturbations
multifactorielles du SRAA au cours de l'insuffisance circulatoire distributive et notamment au
cours du choc septique. Les conséquences principales de ces perturbations sont I'aggravation
de I'hypotension artérielle et 'installation d’une insuffisance rénale aigué. Pour I'heure, la

stratégie thérapeutique envisagée se limite a l'administration d’angiotensine Il mais le bénéfice
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du médicament demande encore a étre démontré de facon formelle. Si le réle potentiel de
cDPP3 dans les altérations du SRAA était confirmé, une stratégie visant a inhiber son activité

pourrait étre envisagée en tant que thérapeutique alternative ou complémentaire a

I'administration d”’angiotensine Il.
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Hypothese et objectifs

Nous avons fait I’hypothese d’un role pathologique de cDPP3 au cours de I'insuffisance

circulatoire, via son activité de clivage de peptides bioactifs et notamment des angiotensines.

Selon cette hypothése, une augmentation importante de la concentration de cDPP3 serait

responsable d’une aggravation de la défaillance hémodynamique et d’un pronostic

défavorable.

Les objectifs de cette these étaient :

Sur le plan clinique, de consolider les données acquises sur la valeur pronostique de
cDPP3 initial et de sa cinétique chez le patient critique, en particulier au cours de
I'insuffisance circulatoire.

Sur le plan expérimental, d’explorer les mécanismes physiopathologiques liant cDPP3

a la genese et ou I'entretien de I'insuffisance circulatoire.

La stratégie utilisée pour pouvoir répondre a ces objectifs reposait sur :

Lanalyse de cohortes de patients critiques : d’'une part une large population de patients
admis en réanimation toutes causes confondues : la cohorte FROG-ICU 2?7, D’autre
part, I'analyse ancillaire des données d’un essai randomisé consacré au choc
cardiogénique - 'essai ACCOST-HH 228,

Linvestigation des effets hémodynamiques médiés par DPP3, via la modulation de
I'activité cDPP3 a l'aide de I'injection de DPP3 humain purifié ou de I'administration

d’un anticorps humanisé ciblant cDPP3, le procizumab, chez la souris.

Plusieurs travaux sont développés :

Partie | : Réle pronostique de la mesure de la concentration de dipeptidyl peptidase 3

circulante au cours de l'insuffisance circulatoire.

1. High plasma dipeptidyl peptidase 3 levels are associated with mortality and organ
failure in shock: results from the international, prospective, and observational

FROG-ICU cohort, publié dans le British Journal of Anaesthesia.
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2. High circulating dipeptidyl peptidase 3 predicts mortality and the need for organ
support in cardiogenic shock: An ancillary analysis of the ACCOST-HH trial, soumis
a I'European Heart Journal.

e Partie Il : Rble physiopathologique de la dipeptidyl peptidase 3 au cours de

Iinsuffisance circulatoire.

3. Alteration of the Renin-Angiotensin-Aldosterone System in Shock: Role of the
Dipeptidyl Peptidase 3, publié dans I’American Journal of Respiratory and Critical
Care Medicine.

4. Circulating dipeptidyl peptidase 3 modulates systemic and renal hemodynamics
through angiotensins cleavage, en révision pour Hypertension.

5. Marked interplay between circulating dipeptidyl peptidase 3 and the renin-
angiotensin system, soumis a I’American Journal of Respiratory and Critical Care

Medicine.

Deux autres travaux réalisés au cours de la these sont présentés en annexe :

- Annexe 1. The renin-angiotensin-aldosterone system in septic shock, revue « préte a
soumettre » sur les altérations du SRAA au cours du choc septique, reprenant - entre
autres - certains des éléments développés au chapitre 4 de I'introduction.

- Annexe 2. The CLIP-based mortality score in cardiogenic shock: suitable only for

cardiogenic shock?, correspondance publiée dans I’European Journal of Heart failure.
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Partie |. R6le pronostique de la mesure de la concentration de
dipeptidyl peptidase 3 circulante au cours de l'insuffisance circulatoire.

1. Role prognostique de la concentration de cDPP3 au cours de l'insuffisance
circulatoire : Résultats issus de la cohorte FROG-ICU.

1.1 Introduction

Les données précédemment acquises ont souligné I'existence d’'une concentration
accrue de cDPP3 au cours de I'état de choc cardiogénique, du choc septique et de I'insuffisance

150-153  Dans ces situations, I'élévation de la

circulatoire associée aux brdlures étendues
concentration de cDPP3 est associée a un pronostic défavorable. En revanche, il reste incertain
gue cette élévation soit spécifique de situations d’insuffisance circulatoire et ne puisse étre
retrouvée dans d’autres situations pathologiques menant a I'admission en soins critiques. Par
ailleurs, la valeur pronostique de cDPP3 au cours de l'insuffisance circulatoire de cause et de

mécanisme différent tel que le choc hypovolémique, en particulier hémorragique reste

inexplorée.

Pour explorer ces questions, nous avons utilisé la cohorte prospective multicentrique
French and euRopean Outcome reGistry in Intensive Care Units (FROG-ICU). Brievement,
I’étude FROG-ICU visait a évaluer le devenir a long terme des patients admis en soins intensifs
ainsi qu’a identifier les facteurs de risque de morbi-mortalité. Tous les patients consécutifs de
21 réanimations médicales, chirurgicales ou mixtes en France et en Belgique admis entre ao(t
2011 et juin 2013 ont été inclus s'ils nécessitaient une ventilation mécanique invasive et/ou
un traitement vasopresseur/inotrope pendant plus de 24 heures aprés leur admission. Les
patients ont été suivis jusqu'a leur décés ou jusqu'a 1 an apreés leur sortie des soins intensifs.
Les données et la biobanque de la cohorte FROG-ICU ont été utilisées pour évaluer
I'association entre la concentration de cDPP3 et le pronostic des patients. La concentration de
cDPP3 a été mesurée sur les échantillons disponibles, prélevés a I'inclusion dans I'étude et au
moment de la sortie de soins intensifs. La concentration a été mesurée par

immunoluminescence comme précédemment décrit 122,

53



Notre hypothese était d’'une part que les patients en situation d’insuffisance circulatoire
présentaient des concentrations de cDPP3 supérieures en comparaison avec les autres
patients critiques, d’autre part que cette concentration était associée au pronostic a court

terme de l'insuffisance circulatoire quelle qu’en soit la cause sous-jacente.
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1.2 Research letter, publiée dans le British Journal of Anaesthesia.
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prospective and observational FROG-ICU cohort

Benjamin Deniau”** Adrien Picod"?, Dirk Van Lier’, Prabakar Vaittinada Ayar”®,
Karine Santos’, Oliver Hartmann®, Etienne Gayat"”**, Alexandre Mebazaa”**’,

Alice Blet"**! and Feriel Azibani”*'

'Department of Anesthesia, Burn and Critical Care, University Hospitals Saint-Louis - Lariboisiére, AP-HP, Paris,

France, 2UMR-S 942, INSERM, MASCOT, Paris University, Paris, France, *Université de Paris, Paris, France, “FHU PROMICE,
AP-HP, Paris, France, “Department of Intensive Care Medicine and Radboud Center for Infectious Diseases (RCI), Radboud
University Medical Center, Nijmegen, The Netherlands, ®Emergency Department, University Hospital of Beaujon, AP-HP,
Clichy, France, 74TEEN4 Pharmaceuticals GmbH, Hennigsdorf, Germany and ®Sphingotec GmbH, Hennigsdorf, Germany

*Corresponding author. E-mail: alexandre. mebazaa@aphp.fr

'Contributed equally as senior author.

Keywords: biomarker; dipeptidyl peptidase 3; mortality; outcome; sepsis; shock

Editor—Shock is a common condition associated with high
morbidity and mortality in the ICU." Rapid and accurate
stratification of the patient in shock could improve referral
to an appropriate care centre, management, and prognosis.
Few biomarkers have proved their value in the stratification
of shocked patients. Circulating dipeptidyl peptidase 3
(cDPP3) is a metallo-peptidase involved in the metabolism of
cardiovascular peptides.” Recent studies demonstrated the
ability of cDPP3 to predict poor outcomes in septic or
cardiogenic shock.”" However, the prognostic properties of
cDPP3 in haemorrhagic shock remain unknown. Thus, the
aim of the present study was to assess the ability of cDPP3 to

predict outcome in septic, cardiogenic, and haemorrhagic
shock in a substudy of the FROG-ICU study.

This study is an ancillary analysis of the FROG-ICU study
(NCT01367093) which has been described.” The purpose of this
study was to assess the incidence of mortality in the year after
ICU discharge. Patients were enrolled from August 2011 to June
2013. Haemorrhagic shock was defined as a hypovolaemic
shock requiring catecholamines secondary to severe blood
loss.® Septic shock was defined according to the Third Inter-
national Consensus definition for sepsis and septic shock.”
Cardiogenic shock was defined as cardiac impairment that
results in reduced systolic BP (SBP) <90 mm Hg or inotrope use
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Baseline cDPP3 (ng mI™", log10)

Fig 1. (a) Baseline cDPP3 levels in ICU according to the type of shock in 28-day survivors (white) and non-survivors (grey) (comparison
between 28-day survivors and non-survivors using Wilcoxon test). (b) Kaplan—Meier curve representing 28-day survival of patients hos-
pitalised for shock (n=665) according to baseline cDPP3 levels in ICU. Kaplan—Meier curves representing 28-day survival of patients
admitted to ICU for (c) haemorrhagic shock (n=107), (d) cardiogenic shock (n=136), and (e) septic shock (n=422), according to baseline cDPP3
levels. (f) Kaplan—Meier curve representing the 1-yr survival after ICU discharge of shocked patients according to cDPP3 levels at ICU
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discharge. Comparison performed with the log-rank test. cDPP3, circulating dipeptidyl peptidase 3; HR, hazard ratio.
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to maintain SBP >90 mm Hg.” Clinical and biological data were
recorded daily during the first week after enrolment, and then
twice a week during ICU stay until discharge. Blood samples
were processed and stored at —80°C before blinded DPP3
measurements in plasma (DPP3-luminometric immunoassay,
coefficient variation <10%). The primary endpoint was 28-day
mortality. Secondary endpoints were occurrence of acute
kidney injury (AKI) during ICU stay and 1-yr mortality after ICU
discharge. Values are expressed as median and inter-quartile
range or count and percentage, as appropriate. Cox
proportional-hazard regression was used to assess the asso-
ciation between cDPP3 levels and survival. Kaplan—Meier plots
were used for illustration of survival endpoints. All statistical
tests were two-tailed and a two-sided P-value of 0.05 was
considered significant.

Of 2087 patients enrolled, 665 were admitted for shock: 422
(64%) for septic shock, 136 (20%) for cardiogenic shock, and 107
(16%) for haemorrhagic shock. In shocked patients, 28-day
mortality was 27% (n=178), and 1-yr mortality was 47%
(n=317). Baseline median cDPP3 was 20.1 (13.6-32.1) ng ml ..
Baseline median cDPP3 in non-shocked patients was lower
(17.5 [12.5-26.4] ng ml~}, P<0.001) compared with shocked
patients. Median cDPP3 at baseline was higher in 28-day non-
survivors compared with survivors (27.0 [15.7-56.5] ng m1~* vs
18.5 [12.9-26.7] ng ml~?, P<0.001) and for each type of shock
(Fig. 1a). Cox regression analysis showed an association be-
tween cDPP3 levels and 28-day mortality (Fig. 1b) (hazard ratio
[HR] 1.6 [1.5-1.8], P<0.0001). Overall, baseline cDPP3 levels
were predictive of 28-day mortality (C-index of cDPP3 0.64
[0.59—-0.69], P<0.00001). By comparison, C-index for lactate, N-
terminal-pro brain natriuretic peptide and troponin I at base-
line to predict 28-day mortality were 0.64 (0.59-0.69), 0.65
(0.61-0.69), and 0.64 (0.60—0.68), respectively (P<0.00001). The
C-index for age, Glasgow Coma Score, Simplified Acute Phys-
iology Score (SAPS), and Sepsis-related Organ Failure Assess-
ment (SOFA) score at baseline to predict 28-day mortality were
0.60 (0.55—0.64), 0.60 (0.54—0.65), 0.66 (0.62—0.69), and 0.66
(0.61-0.71), respectively (P<0.00001). cDPP3 level provided
added predictive value to each of the above variables (all
P<0.00001 for added value according to nested regression
models).

We observed that elevated cDPP3 levels measured at
baseline were associated with 28-day mortality for hae-
morrhagic shock patients (C-index 0.67 [0.55—0.79]), followed
by cardiogenic and septic shock (C-index 0.63 [0.53—0.74]
and 0.63 [0.57-0.69], P<0.001, respectively). Patients
admitted with cDPP3 levels above the highest quintile (e.g.
38.9 ng ml}, upper limit of normal is 40 ng ml ?) have an
increased risk of death at 28 days (HR 3.3 [1.6—6.9], P=0.0017
for cardiogenic shock, HR 2.4 [1.1-5.2], P=0.0211 for hae-
morrhagic shock, and HR 3.3 [2.2-4.7], P<0.0001 for septic
shock) (Fig. 1c—e). At ICU discharge, patients who died dur-
ing the following year had higher cDPP3 levels than patients
who survived (17.7 [13.5-26.3] vs 15.9 [11.8-21.6] ng ml ™},
P=0.0061). The weak prognosis in the year after ICU
discharge in patients with high cDPP3 levels (>38.9 ng ml %)
at discharge was confirmed by a C-index of 0.59 [0.53-0.64],
P<0.0001. ICU survivors with high cDPP3 levels remained at
high risk of death in the year after discharge (HR 3.0
[1.7-5.4], P=0.0001) (Fig. 1f). Of patients admitted to the ICU
for shock, 427 (64.2%) developed AKI during the ICU stay,
and 225 (33.8%) patients required renal replacement therapy
(RRT). Levels of cDPP3 at baseline were higher in patients
who developed AKI when compared with those who did not

(22.7 [14.6-9.6) ng m1~" vs 16.5 [11.7—23.2] ng m1~?, P<0.001).
At last, we observed that patients requiring RRT had higher
cDPP3 levels at baseline when compared with those who did
not require RRT (23.2 [14.7—41.2] ng m1~* vs 18.7 [12.7—27.4]
ng ml?, P<0.0001).

Our study showed that cDPP3 levels were associated with
mortality and occurrence of AKI in the major causes of
shock. Previous studies have highlighted the association
between cDPP3 levels and patient outcomes.”"* We confirm
these findings in a larger cohort of shocked patients, and
added evidence for haemorrhagic shock patients. These re-
sults suggest that ¢cDPP3 levels may provide an important
prognostic biomarker to help physicians improve and opti-
mise the management of shocked patients in whom cDPP3
levels are high at admission. cDPP3 is a metallopeptidase
mainly involved in the cleavage of cardiovascular peptides,
notably angiotensin 2.” The link between cDPP3 levels and
the occurrence of shock and organ failure is not clear.
Clinical and experimental studies suggest a myocardial
depressant effect of high circulating levels of DPP3.* Thus,
inhibition of ¢DPP3 during shock could be an interesting
therapeutic approach as demonstrated in a preclinical
model of septic shock.’” To conclude, in this ancillary
analysis of the FROG ICU study, we showed an association
between high cDPP3 levels, either at baseline or at discharge,
and short- and long-term prognosis in patients admitted to
the ICU for shock.
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1.3 Discussion

Dans ce travail analysant les données d’une grande cohorte de patients admis en soins
intensifs, nous avons montré que les patients en situation d’insuffisance circulatoire
présentaient des concentrations de cDPP3 significativement plus élevées que le reste de la
population critique. L'association entre une concentration de cDPP3 élevée et une mortalité
accrue a court terme au cours du choc cardiogénique ou septique a été confirmée. De plus,
une association prognostique similaire a été retrouvée pour les patients admis pour un état de

choc hémorragique.

Ainsi, la valeur pronostique d’'une concentration élevée de cDPP3 est conservée, et la
taille de l'effet relativement similaire, quelle que soit la cause initiale de l'insuffisance
circulatoire. De maniére intéressante, un surrisque de mortalité est observée essentiellement
pour les patients ayant des valeurs de cDPP3 au-dessus du 4¢ quintile de la cohorte, soit 38,9
ng/mL. Cette valeur est trés proche du seuil de 40 ng/mL, correspondant au 97,5° percentile
d’une population ambulatoire et considéré comme la limite supérieure des valeurs
fréquemment observées au sein d’'une population ambulatoire (données non publiées, issues

de la cohorte Malmé Preventive Project).

La population de choc cardiogénique inclue dans FROG-ICU peut sembler particuliére,
en particulier du fait d’'une mortalité a court terme sensiblement inférieure a celle rapportée
dans la littérature 22%230, Les raisons de cette disparité sont peu claires mais une hypothése en
particulier peut étre évoquée : la grande majorité des données de la littérature se focalisent
sur I'état de choc cardiogénique post-infarctus du myocarde. Il est possible que les causes sous-
jacentes d’état de choc cardiogénique dans la population de FROG-ICU different sensiblement.
Néanmoins cette donnée n’a pas été recueillie de maniére standardisée et n’était donc pas

analysable.

Cette étude présente plusieurs limites. Tout d’abord il s’agit d’une analyse secondaire
d’une cohorte élaborée pour investiguer le devenir a long terme. Ainsi, peu de données étaient
disponibles pour analyser plus précisément le phénotype de l'insuffisance circulatoire et

notamment pour déterminer si I'élévation de cDPP3 s’associe a des caractéristiques
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communes malgré une cause initiale différente. Les données expérimentales suggérant une
implication de cDPP3 dans la modulation du tonus vasculaire et/ou de la fonction cardiaque, il
aurait pu étre intéressant de rechercher une association entre la concentration de cDPP3 et la
sévérité de la vasoplégie et/ou la présence d’une dysfonction myocardique.

Par ailleurs, nos analyses étaient concentrées sur les 3 causes les plus fréquentes d’insuffisance
circulatoire et il na pas été possible d’étudier la concentration de cDPP3 au cours de
I'insuffisance circulatoire de cause plus rare telle que le choc anaphylactique ou I'état de choc

hypovolémique non hémorragique.
En conclusion, cette analyse secondaire de FROG-ICU démontre l'association entre la

concentration de cDPP3 a l'inclusion et la mortalité a court terme, aprés admission pour un

état de choc cardiogénique, septique ou hémorragique.
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2. Association entre la concentration de cDPP3, le recours aux supports d’organe
et la mortalité au cours de I'état de choc cardiogénique : Une étude ancillaire de
I'essai ACCOST-HH.

2.1 Introduction

La baisse du débit cardiaque, mécanisme physiopathologique central aboutissant a
I’état de choc cardiogénique peut résulter de plusieurs causes. L'infarctus du myocarde est,
historiquement, la cause la plus fréquente de choc cardiogénique 231. Dans ce contexte, I'état
de choc est directement secondaire a la perte de fonction contractile de la zone infarcie et/ou
a une complication mécanique : rupture de paroi libre, rupture septale avec constitution d’'une
communication inter-ventriculaire ou rupture de pilier mitral 232233,
Néanmoins, des causes non ischémiques sont de plus en plus souvent reconnues comme étant
responsable d’un état de choc cardiogénique. Ces causes cumulées pourraient actuellement
étre responsables de plus de la moitié des admissions pour choc cardiogénique et incluent :
I'insuffisance cardiaque chronique décompensée, les valvulopathies, les arythmies
ventriculaires ou supra-ventriculaires séveres, les myocardites, les cardiomyopathies septiques
ou toxiques etc. 231234235,
Cette population de chocs cardiogéniques non ischémiques est hétérogene et peu étudiée.
Outre un traitement étiologique différent, il est incertain que les patients ayant un état de choc
cardiogénique de cause non-ischémique répondent de la méme maniére au traitement
symptomatique, incluant traitements vasopresseurs et inotropes ou assistance circulatoire

mécanique transitoire.

A ce jour, les deux études ayant évalué la valeur pronostique de cDPP3 spécifiquement
au cours du choc cardiogénique ont inclus quasi-exclusivement des patients souffrant de choc
cardiogénique post-infarctus du myocarde °%1>1, Le travail précédent, issu de la cohorte FROG-
ICU ne permet pas de connaitre avec précision la cause sous-jacente du choc cardiogénique,
cette donnée n’ayant pas été colligée de maniére standardisée 23°, La valeur pronostique de ce
biomarqueur au cours du choc cardiogénique de cause non-ischémique reste donc incertaine.
Par ailleurs, l'utilisation de techniques d’assistance circulatoire mécanique temporaires

modernes (a I'exclusion du ballon de contre-pulsion intra-aortique) reste marginale dans ces
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études : 7% dans I'étude de Takagi et al., incluant des patients de I'essai OPTIMA-CC mené
entre 2011 et 2016 *°, 5% dans I'étude de Deniau et al., incluant des patients de la cohorte
Cardshock recrutés entre 2010 et 2012 237,

Ainsi, 'objectif de I'étude présente était d’évaluer I'association entre une concentration élevée
de cDPP3 et le pronostic dans une cohorte contemporaine de patients souffrant de choc

cardiogénique de causes diverses.
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2.2 Article original, soumis a I'European Heart Journal.
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Abstract

Background: Cardiogenic shock is burdened with high mortality. Efforts to improve outcome
are hampered by the difficulty of individual risk stratification and the lack of targetable
pathways. Previous studies demonstrated that elevated circulating dipeptidyl peptidase 3
(cDPP3) is an early predictor of short-term outcome in cardiogenic shock, mostly of ischemic

origin. Whether cDPP3 is related to outcome in a more diverse population remains unknown.

Methods: cDPP3 concentration was measured at baseline and after 72 hours in the ACCOST-
HH trial. The association of cDPP3 with 30-day mortality and need for organ support was

assessed.

Findings: Median cDPP3 concentration at baseline was 43.2 ng/mL [21.2-74] and 77 out of the
150 patients (52%) had high cDPP3 concentrations over the pre-defined cutoff of 40 ng/mL.
Elevated DPP3 was associated with higher 30-day mortality (adjusted (a) HR=1.7 [1.0-2.9]),
longer need for cardiovascular organ support (3 [0—24] vs 21 days [5-26], p<0.0001), renal
replacement therapy (56 vs 22%, p<0.0001) and mechanical ventilation (90 vs 74%, p=0.04).
Patients with sustained high cDPP3 had poor prognosis. Patients with initially high but
decreasing cDPP3 at 72 hours had markedly reduced 30-day mortality (aHR=0.17 [0.084—
0.34]), comparable to patients with sustained low cDPP3 (aHR=0.23 [0.12-0.41]). Need for
organ support was markedly reduced in subpopulations with sustained low or decreasing

cDPP3.

Interpretation: The present study confirms the prognostic value of cDPP3 in a contemporary
population of cardiogenic shock. The results hold strong promise for clinical trials evaluating

the anti-DPP3-antibody as breakthrough therapy in cardiogenic shock.
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Introduction

Cardiogenic shock (CS) can be defined as a state of persisting low cardiac output associated
with insufficient organ perfusion. Acute myocardial infraction (AMI) is its most frequent cause
although up to 50% of all CS might be related to other etiologies including acute
decompensated heart failure, valvular abnormalities, severe arrhythmia, myocarditis, septic
cardiomyopathy etc... (1,2). Despite contemporary management, CS is still burdened with high
mortality (~30-50% in-hospital mortality) and efforts to improve outcome are hampered by
the difficulty of individual risk stratification and the lack of targetable pathways (1).

The dipeptidyl peptidase 3 (DPP3) is a zinc-dependent metalloprotease that cleaves the N-
terminal extremity of various bioactive peptides, including angiotensins, enkephalins and
endormorphins. The plasma concentration of DPP3, termed circulating DPP3 (cDPP3), is low
in healthy subjects. An increase in cDPP3 concentration has been observed in critically ill
patients with various causes of circulatory failure, including septic, hemorrhagic and
cardiogenic shock as well as circulatory failure associated with extensive burns (3,4).
Additionally, high cDPP3 is associated with subsequent cardiogenic shock and mortality in
acute coronary syndromes (5). To date, two studies have evaluated the prognostic value of
cDPP3 in cardiogenic shock and consistently found a negative impact of high cDPP3
concentration on survival (6,7). However, these studies almost exclusively included patients
with CS secondary to acute myocardial infarction. Additionally, the use of mechanical
circulatory support in these studies was scarce and may not reflect the current use of such
strategies.

Importantly, preclinical studies in animal models of acute cardiac dysfunction and septic shock
have suggested that cDPP3 could be targetable and demonstrated improved hemodynamics
following the administration of an anti-DPP3 antibody (6,8).

Thus, the aims of the present study were to assess the association between high cDPP3 and

outcomes in a population of cardiogenic shock due to different etiologies.

Methods

Study design and population

This study is an ancillary analysis of the AdreCizumab against plaCebO in SubjecTs witH
cardiogenic sHock, (ACCOST-HH) trial (9,10). Briefly, ACCOST-HH was an investigator-initiated,

prospective, double-blind, multicentre, randomized, placebo-controlled trial assessing the
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efficacy and safety of the anti-adrenomedullin antibody enibarcimab (formerly adrecizumab,
HAMS8101) in CS secondary to AMI or other entities. The trial was conducted between April 5,
2019, and January 13, 2021, in four university hospitals in Germany and included 150 adult
patients randomized to either enibarcimab or placebo within 48h of admission. Exclusion
criteria were mainly resuscitation for longer than 60 min and CS due to sustained ventricular
tachycardia or bradycardia. Patients were followed until death or up to 90 days after inclusion.
Clinical and biological data were recorded at admission and during intensive care unit stay
including the cause of cardiogenic shock as well as the use of life-sustaining therapies such as
vasopressors/inotropes, mechanical circulatory support (MCS), renal replacement therapy

(RRT), or invasive mechanical ventilation.

The objective of the present study was to assess the prognostic value of cDPP3 in the ACCOST-
HH trial population by assessing the association with 30-day survival and the need for organ

support.

Sample collection and measurement

As part of the trial protocol, blood samples for cDPP3 measurement were obtained before and
at 72 h after randomization in tubes containing ethylene-diamine-tetra-acetic acid,
immediately processed. Plasma samples were stored at -80 °C and subsequently used for
blinded cDPP3 measurement using a luminescence immunoassay (4TEEN4 Pharmaceuticals
GmbH, Berlin, Germany) (11). For reference, using this technique, median cDPP3 in healthy
subjects is 10 ng/mL [IQR 9-13 ng/mL] and the 97.5th percentile is 40 ng/mL (unpublished

data).

Statistical analysis

Results were expressed as median [interquartile range (IQR)] or number (percentage) as
appropriate. The predefined cDPP3 cutoff of 40 ng/mL, was used (12). Group comparisons for
continuous variables were performed using the Kruskal-Wallis test. Categorical data were
compared using Pearson's Chi-squared Test for Count Data. Biomarker data were log-
transformed. Survival curves plotted by the Kaplan—Meier method were used for illustrative
purposes. Association between cDPP3 and survival were estimated using Cox proportional

hazard models with results presented as hazard ratios (HR) and 95% confidence intervals (Cl)
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before and after adjustment on age and sex. Subgroup analyses were performed according to
the cause of shock (AMI or other entities) and the use of MCS at baseline (veno-arterial
extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) and/or Impella®).

All statistical analyses were conducted using R version 4.2.2 (http://www.r-project.org) and
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 22.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).

A two-sided p-value of 0.05 was considered statistically significant.

Results

Study population

Among 150 patients included in ACCOST-HH, 149 with available samples were included in the
present analysis. Median cDPP3 at inclusion was 43.2 ng/mL [21.2-74.0] and 77 (52%) patients
had cDPP3 over the predefined cutoff of 40.0 ng/mL. Patients’ characteristics according to
cDPP3 concentration (> or < 40 ng/mL) are presented in table 1. Notably, cDPP3 at inclusion
was higher in patients who required second line inotropes (levosimendan or milrinone) or
mechanical circulatory support (ECMO and/or Impella®) at the time of sampling

(supplemental figure S1).

Association between baseline cDPP3 and 30-day mortality.

The overall mortality at day 30 was 40.0% and did not differ according to the cause of shock
(supplemental figure S2). Although the concentration declined over time, median cDPP3 was
significantly higher in non-survivors versus survivors at both inclusion (52.6 ng/mL [IQR 24.9 —
115.0] versus 36.9 ng/mL [IQR 20.5 — 68.0]; p = 0.026) and H72 (27.9 ng/mL [IQR 18.7 — 54.9]
versus 17.50 ng/mL [IQR 12.6 —25.2]; p < 0.0001) (figure 1A). High cDPP3 was associated with
higher 30-day mortality (HR= 1.9 (95% Cl= 1.1-3.1, p = 0.024) (figure 1B). This association
persisted after adjustment on age and sex (adjusted HR = 1.7 [1.0-2.9], p = 0.049). Subgroup
analyses suggested that this association was stronger in patients with other causes of CS than
AMI and in patients who were not under MCS at the time of sampling (figure 1C). Of note, the
effect of enibarcimab on 30-day mortality was similar in the low cDPP3 and the high cDPP3

subpopulation (supplemental figure S3)
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Association between baseline cDPP3 and the need for organ support.

The median number of days alive without cardiovascular support was significantly lower in the
high cDPP3 population compared to the low cDPP3 population (3 [IQR 0-24] versus 21 days
[IQR 5-26], p < 0.0001). Additionally, high cDPP3 was associated with higher need for renal
replacement therapy (56 vs 22%, p < 0.0001) and invasive mechanical ventilation within the

first 30 days (90 vs 74%, p=0.04) (figure 2).

Association between cDPP3 kinetics and 30-day mortality.

The population was further subdivided into four subgroups according to cDPP3 kinetics
between inclusion and H72, based on the 40 ng/mL cutoff: low to low (LL), low to high (LH),
high to low (HL) and high to high (HH) cDPP3. Patients with sustained high cDPP3 (HH) had a
very poor prognosis with a 74% mortality rate at day 30. In comparison, patients with high
initial but decreased cDPP3 at H72 (HL) had a markedly reduced 30-day mortality (HR 0.22
[0.11-0.44], p < 0.0001; aHR=0.17 [0.084-0.34], p < 0.0001), comparable to patients with
sustained low cDPP3 (HR=0.25 [0.14-0.46], p < 0.0001; aHR=0.23 [0.12-0.41], p < 0.0001)
(figure 3). The prognostic value of cDPP3 kinetics was similar whether CS was due to AMI or

not (supplemental figure S4).

Association between cDPP3 kinetics and the need for organ support.

The median number of days alive without cardiovascular support was significantly higher in
the LL group (22 days [IQR 7-26]) compared to HL (16 days [IQR 3.0—26]) and HH (0 day [IQR
0-2]), p<0.0001. Additionally, sustained high cDPP3 was associated with the highest need for
renal replacement therapy and invasive mechanical ventilation within the first 30 days
whereas sustained low cDPP3 was consistently associated with the lowest rate of organ

support (figure 4).

Discussion

The present study shows that baseline cDPP3 and its kinetics were associated with 30-day
mortality and organ failure in a cohort of patients suffering from cardiogenic shock of various
causes. These data confirm previous results obtained in other cohorts mostly including
patients with AMI-induced CS and suggest that cDPP3 is also of prognostic interest during CS

of other etiologies.
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Surprisingly, subgroups analyses showed that the prognostic value of baseline cDPP3 appears
more pronounced in the non-AMI population suggesting that the prognostic value of cDPP3
could differs according to the underlying cause of CS.

Additionally, the present cohort included more patients receiving MCS than previous studies
and, with the limitation of the small size of this subpopulation, our results suggest that the
value of baseline cDPP3 in patients supported by MCS is uncertain. This novel finding could be
ascribed to a putative higher frequency of hemolysis, a common phenomenon during MCS
known to be associated with DPP3 release secondary to red blood cells lysis, and a potential
confounding factor (11). Alternatively, as MCS is a temporizing therapy, it is conceivable that
the prognosis of these patients is more related to their ability to recover (bridge to recovery)
or to their eligibility to more definitive options (bridge to destination therapy or
transplantation) than to the concentration of cDPP3 and its potential deleterious effects.
Additionally, our work confirms that cDPP3 kinetics is a strong prognostic factor, associated
with mortality and the burden of organ support. This constant finding highlights the potential
of ¢cDPP3 monitoring to guide clinical decision aiming at escalating therapies if cDPP3 is
continuously high or de-escalating therapies if high initial cDPP3 rapidly decreases to normal
values. Additionally, data from animal models suggest that persistently high cDPP3 is
associated with biochemical disturbances that perpetuate organ failure by negatively affecting
vascular tone, inotropy and/or renal hemodynamics (6). Thus, mirroring animal models, a
therapy aimed at rapidly lowering cDPP3 concentration and thus activity could translate into
improved outcomes.

Our work also has several limitations: First, this is an ancillary study of a previously published
randomized clinical trial performed in 4 German centers with other objectives. Therefore, our
results should be considered exploratory. Second, the pragmatic design of the trial and of data
collection translated into few variables available for multivariate analysis. Thus, it was not
possible to assess the added value of cDPP3 compared to classical prognostic scores such as
the CARDSHOCK score or the Cardiogenic Shock Score (2,13). However, we adjusted for age
and gender, two strong prognostic factors (2). Third, In ACCOST-HH, the main cause of non-
AMI shock was represented by septic cardiomyopathy which represents a particular
population, often under-represented in cardiogenic shock studies. The prognostic value of
cDPP3 in this subpopulation of CS appears consistent with previous studies in sepsis and septic

shock populations (3,12). Nevertheless, the prognostic value of cDPP3 in other subpopulations
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of cardiogenic shock such as acute decompensated heart failure, severe arrhythmia, or CS due
to valvular causes remains to be determined. At last, most MCS were implanted before
inclusion in the study, thus precluding any analysis of the predictive value of cDPP3 for

subsequent MCS requirement.

This study adds to the body of evidence identifying cDPP3 as an important prognostic factor
during circulatory failure, particularly cardiogenic shock. Future work may be directed in
several axes:

The prognostic value of cDPP3 according to the cause of CS should be further investigated. This
aspect is of utmost importance as an anti-DPP3 antibody termed procizumab has shown its
efficacy in pre-clinical models of circulatory failure and is currently being developed for human
use (6,8). Identifying the situations where high cDPP3 is most strongly associated with
negative outcomes would help to better identify patients most likely to benefit from
procizumab (14).

Finally, patients supported by MCS represent a specific population which should be further
investigated. Notably, the value of cDPP3 in predicting the subsequent need for MCS; whether
cDPP3 concentration under MCS has a prognostic value and/or whether cDPP3 kinetics is

associated with MCS weaning should be determined.

Conclusion
The present study confirms that cDPP3 and its kinetics are associated with 30-day mortality
and the need for organ support in a large and diverse population of cardiogenic shock. The

prognostic value of cDPP3 in patients under MCS warrants further investigations.
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Available All cDPP3Low cDPP3HIGH
n n =149 n=72 n=77 P

Patients' characteristics
Age, years [IQR] 149 70 [57-77] 68 [58-78] 71 [57-77] 0.9183
BMI, kg/m2 [IQR] 96 26.2 [23.5-29.4] 25.4[23.6-29.4] 26.3 [23-29.4] 0.5117
Sex, female, n (%) 149 31(20.8) 21(29.2) 10 (13) 0.0258
Comorbidities
Diabetes melitus, n (%) 149 37 (24.8) 20 (27.8) 17 (22.1) 0.5385
Hypertension, n (%) 149 62 (41.6) 29 (40.3) 33 (42.9) 0.8785
Cause of shock, AMI, n (%) 149 77 (51.7) 35 (48.6) 42 (54.5) 0.5752
Clinical presentation
SAP, mmHg [IQR] 148 96 [84-105] 98 [87-109] 94 [80-100] 0.0171
DAP, mmHg [IQR] 148 52 [46.75-59] 51 [45.5-58] 53 [48-60] 0.2492
HR, bpm [IQR] 149 79 [65-101] 77.5 [62-97] 83 [71-102] 0.1047
Organ support at inclusion
Norepinephrine, n (%) 149 130(87.2) 62 (86.1) 68 (88.3) 0.8755
Epinephrine, n (%) 149 25 (16.8) 11 (15.3) 14 (18.2) 0.7990
Dobutamine, n (%) 149 43 (28.9) 16 (22.2) 27 (35.1) 0.1216
Levosimendan, n (%) 149 26 (17.4) 8(11.1) 18 (23.4) 0.0792
Milrinone, n (%) 149 20 (13.4) 5(6.9) 15 (19.5) 0.0452
VA ECMO, n (%) 149 27 (18.1) 5(6.9) 22 (28.6) 0.0013
Impella®, n (%) 149 34 (22.8) 6 (8.3) 28 (36.4) 0.0001
Outcomes
ICU LOS, days [IQR] 148 13 [7-24] 13 [7-21] 11 [6-26] 0.9341
Day-30 mortality, n (%) 149 59 (39.6) 22 (30.6) 37 (48.1) 0.0439
Day-90 mortality, n (%) 149 67 (45) 25 (34.7) 42 (54.5) 0.0235

Table 1. Patients’ characteristics according to cDPP3 concentration at inclusion. cDPP3°W and

cDPP3MIGH refers to cDPP3 < 40 ng/mL or > 40 ng/mL, respectively. cDPP3: Circulating

dipeptidyl peptidase 3, BMI: Body mass index, SAP: Systolic arterial pressure, DAP: diastolic

arterial pressure, HR: Heart rate, VA ECMO: veno-arterial extra-corporeal membrane

oxygenation. ICU: Intensive care unit, LOS: Length of stay.
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Supplemental figure S1. cDPP3 at baseline according to the use of second line inotropes (A)

or mechanical circulatory support (B) at baseline. Second line inotrope: Levosimendan or

milrinone. Mechanical circulatory support: Veno-arterial ECMO or Impella®. cDPP3: circulating

dipeptidyl peptidase 3. MCS: Mechanical circulatory support.
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Key Question: Is circulating dipeptidyl peptidase 3 (cDPP3) linked to outcome in a

contemporary population of cardiogenic shock from the ACCOST-HH trial?

Key Finding: High baseline cDPP3 is associated with 30-day mortality, need for cardiovascular

organ support, renal replacement therapy, and mechanical ventilation. At H72, sustained low

or decreasing cDPP3 is associated with markedly reduced 30-day mortality and need for organ

support.

Take-home Message: cDPP3 and its kinetics are linked to outcomes in cardiogenic shock,

underscoring its potential as a therapeutic target.
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2.4 Discussion

Ce travail démontre que la concentration initiale de cDPP3 et sa cinétique au cours des
premiers jours est associée a la mortalité a court terme et aux recours aux supports d’organe
au sein d’une cohorte contemporaine de patients souffrant de choc cardiogénique de causes
diverses. Ces données confirment les résultats obtenus dans les travaux précédents ayant
inclus principalement des patients avec un état de choc cardiogénique de cause ischémique et
suggerent que cDPP3 est un biomarqueur d’intérét également au cours du choc cardiogénique
de cause non ischémique.

Néanmoins, les analyses en sous-groupes réalisées dans cette étude suggérent que la valeur
pronostique de la concentration de cDPP3 puisse différer selon la cause sous-jacente du choc
cardiogénique. Le caractére secondaire de cette analyse empéche néanmoins une conclusion

définitive.

De plus, la population de ACCOST-HH comportait plus de patients recevant une
assistance circulatoire mécanique transitoire de type ECMO veino-artérielle ou Impella® que
les études précédentes. La concentration de cDPP3 dans cette sous-population ne semblait
pas associée au pronostic. La encore ce résultat doit étre considéré comme exploratoire. Deux
hypotheses pourraient expliquer cette donnée nouvelle. Les patients sous assistance
circulatoire mécanique pourraient présenter une plus grande fréquence d’hémolyse intra-
vasculaire, un phénomene connu pour étre associé au relargage du contenu intra-
érythrocytaire en DPP3 et constituant donc un potentiel facteur confondant. Par ailleurs, il est
concevable que le pronostic des patients assistés soit plus directement lié a la capacité de
récupération myocardique (bridge to recovery) ou I'éligibilité du patient a une option plus
définitive (bridge to destination therapy ou bridge to transplantation) qu’au taux de cDPP3

circulant et a ses potentiels effets hémodynamiques déléteres.

Additionnellement, ce travail confirme que la cinétique de cDPP3 est un facteur
pronostique fort, associé a la survie et au recours a des supports d’organes. Ce résultat
constant souligne le potentiel du monitorage de la concentration de cDPP3 pour guider la
décision clinique d’incrémenter le support d’organe si cDPP3 s’éleve ou au contraire, de

désescalader si un taux initialement élevé de cDPP3 diminue sous le seuil critique de 40 ng/mL.
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Ce travail présente plusieurs limites. Tout d’abord, il s'agit d’'une étude ancillaire d’'un
essai randomisé qui avait pour objectif initial d’évaluer une nouvelle thérapeutique au cours
du choc cardiogénique. Ainsi la population incluse dans ACCOST-HH était dimensionnée pour
répondre a la question de l'efficacité de I'enibarcimab et I'effectif disponible ne permet pas
d’obtenir une puissance suffisante pour conclure avec certitude dans les analyses secondaires
menées.

De plus, la conception pragmatique de I'essai et de la collection de données se traduit par un
faible nombre de variables disponibles pour la réalisation d’analyses multivariées.
Notamment, n’étaient pas disponibles de fagcon standardisée les valeurs de la lactatémie,
glycémie ou créatininémie a l'inclusion. Pour cette raison il n’a pas été possible d’évaluer la
valeur ajoutée de la concentration de cDPP3 vis-a-vis des scores pronostiques existants tels le
Cardshock Score ou le Cardiogenic Shock Score 237238, Néanmoins, les analyses ont pu étre
ajustées sur I'age et le sexe, deux facteurs pronostiques reconnus 238,

Dans l'essai ACCOST-HH, la cause exacte des états de choc cardiogéniques non liés a un
infarctus du myocarde n’était pas colligée. Néanmoins les données disponibles suggérent une
prévalence importante de chocs cardiogéniques secondaires a une cardiomyopathie septique.
Cette sous-population n’est classiguement pas incluse dans les essais concernant le choc
cardiogénique. La valeur pronostique de la concentration de cDPP3 dans cette population
apparait cohérente avec les résultats des études menées dans une population de patients
souffrant de choc septique *°2. Toutefois, la valeur pronostique de cDPP3 au cours du choc
cardiogénique secondaire a d’autres causes fréquentes telles que l'insuffisance cardiaque
chronique décompensée reste inconnue.

Enfin, la quasi-totalité des assistances circulatoires mécaniques étaient déja en place au
moment de l'inclusion dans ACCOST-HH. L'association entre la concentration de cDPP3 initiale

et le recours ultérieur a I'assistance circulatoire n’a donc pas pu étre évaluée.

Les travaux futurs pourraient s’orienter selon plusieurs axes :
Tout d’abord, la valeur pronostique de la concentration de cDPP3 en fonction de la cause du
choc cardiogénique devrait étre étudiée plus précisément. |l apparait pour cela nécessaire de
recueillir avec précision I'entité en cause afin d’obtenir des résultats concluants. Une telle
étude devrait idéalement étre multicentrique afin d’inclure un large éventail étiologique et un
nombre suffisant de patients pour garantir une puissance suffisante pour des analyses

statistiques en sous-groupe.
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Par ailleurs, les patients recevant une assistance circulatoire mécanique représentent
une population spécifique nécessitant des études dédiées. Notamment, pourraient étre
évaluées :

- L'association entre la concentration initiale de cDPP3 et le besoin ultérieur d’assistance.
Alternativement, puisque qu’aucune étude n’a pu mettre en évidence de bénéfice clinique a
I'implantation d’une assistance circulatoire, cDPP3 pourrait étre évalué comme un
biomarqueur d’enrichissement potentiel permettant de sélectionner des patients chez qui la
balance bénéfice/risque de I'assistance est plus favorable.

- L'association entre la cinétique de cDPP3 chez les patients assistés avec le délai de

sevrage de l'assistance et/ou le succés du sevrage.

Pour conclure, cette étude confirme, au sein d’'une population contemporaine de chocs
cardiogéniques de causes diverses, I'association entre concentration de cDPP3 initiale ou son
profil cinétique et le devenir a court terme. Des études complémentaires sont nécessaires pour
préciser la valeur pronostique de cDPP3 selon la cause sous-jacente du choc cardiogénique

ainsi que dans le sous-groupe de patients sous assistance circulatoire mécanique.
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Partie II. R6le physiopathologique de la dipeptidyl peptidase 3 au cours
de I'insuffisance circulatoire.

3. Role potentiel de la dipeptidyl peptidase 3 circulante dans les altérations du
systeme rénine-angiotensine-aldostérone au cours de |'insuffisance circulatoire.

3.1 Introduction

Des données émergentes suggerent I'existence de perturbations du SRAA au cours de
I'insuffisance circulatoire distributive, et notamment au cours du choc septique. Ces
altérations seraient responsables d’'une stimulation inadéquate de AT1R ayant pour
conséquences primaires la majoration de I’hypotension et l'apparition d’une insuffisance
rénale. Des données cliniques ont ainsi souligné des concentrations insuffisantes
d’angiotensine Il au cours de I'état de choc distributif 1°7. Cette observation contraste avec des
taux constamment augmentés d’angiotensine |. En raison de I'élévation du ratio angiotensine
| / angiotensine I, ces perturbations ont été attribuées en premier lieu a un défaut d’activité
ECA1 %5, Si cette hypothése est crédible, confortée notamment par des données issues de
patients présentant une agression pulmonaire aigué associée au sepsis %82% j| est plus

probable que plusieurs mécanismes concourent au défaut de signalisation via AT1R.

Dans une lettre a I'éditeur de I"American Journal of Respiratory and Critical Care
Medicine commentant l'article de Bellomo et al., évoquant I'hypothése du défaut en ECA1
comme explication aux perturbations du SRAA au cours de I'état de choc septique, nous avons
mis en avant le réle potentiel de cDPP3 et notamment la possibilité que cDPP3 affecte

directement le ratio angiotensine | / angiotensine II.
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Care Medicine.

5. Badagliacca R, Papa S, Matsubara H, Lang IM, Poscia R, Manzi G, et al.
The importance of right ventricular evaluation in risk assessment
and therapeutic strategies: raising the bar in pulmonary arterial
hypertension. Int J Cardiol 2020;301:183-189.
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M) Check for updates

8 Alteration of the Renin-Angiotensin-Aldosterone
System in Shock: Role of the Dipeptidyl Peptidase 3

To the Editor:

We read with interest the article published by Bellomo and
colleagues, which explored some of the alterations of the
renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) during
catecholamine-resistant vasodilatory shock, mostly of septic
origin, using data from the ATHOS-3 (Phase 3 Angiotensin II for
the Treatment of High-Ouptut Shock) trial (1). In this work,

the authors demonstrated that there was increased renin
concentration in most patients, which was associated with a high
angiotensin I/angiotensin II ratio and a bad prognosis (2). As

the latter ratio is inversely associated with ACE (angiotensin-
converting enzyme) activity, the authors suggest that RAAS
perturbations might be related to a decrease in ACE activity in the
context of sepsis-associated endotheliopathy. We would like to

Normal
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nd
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Endothelial
Injury

Correspondance, publiée dans I’/American Journal of Respiratory and Critical

propose another, coexisting rather than competing, hypothesis

of the RAAS perturbation observed during septic shock. As
highlighted by Bellomo and colleagues (1), insufficient activation of
the ATIR (angiotensin II type 1 receptor) can be caused by ATIR
blockade or decreased angiotensin II generation by ACE. On the basis
of recent discoveries, we propose enhanced degradation of angiotensin
11 as a third possibility related to an excess release of DPP3 (dipeptidyl
peptidase 3) in the plasma of patients with septic shock (3).

DPP3 is a zinc-dependent metalloprotease that cleaves the
N-terminal extremity of various bioactive peptides, including
angiotensins, enkephalins, and endorphins (4). Interestingly,
although DPP3 hydrolyzes angiotensin II into angiotensin 1V, it
has no direct effect on angiotensin I, thus leading to an increased
angiotensin I/angiotensin II ratio, consistent with Bellomo and
colleagues’ findings (5, 6). Under these conditions, as pointed out
by the authors, decreased ATIR stimulation then triggers the
production of renin.

Although the plasmatic concentration of DPP3 is low in healthy
subjects, an increase in plasmatic DPP3 concentration and activity has
been observed in patients with sepsis. In addition, DPP3 activity is
higher in septic shock than in severe sepsis and higher in decedents
than in survivors of septic shock (3). In a rat model of septic shock
with septic cardiomyopathy induced by cecal ligation and puncture,
circulating DPP3 activity is also increased (7). Furthermore, in this
preclinical model, inhibition of DPP3 activity with procizumab
(a-DPP3 monoclonal antibody) quickly restored cardiac function as

Figure 1. An alternative renin-angiotensin—-aldosterone system—disturbance hypothesis. Adapted from Reference 1. ACE = angiotensin-converting
enzyme; DPP3 = dipeptidyl peptidase 3. Green arrows: increased concentration. Red arrows: decreased concentration. Red X: insufficient activity.

8This article is open access and distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution Non-Commercial No Derivatives License 4.0
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/). For commercial usage
and reprints, please contact Diane Gern (dgem@thoracic.org).

The Cardiovascular Markers in Stress Conditions (MASCOT) Research
Group is supported by an unrestricted research grant from 4TEEN4
Pharmaceuticals GmbH, which allowed salary support for one co-author
(8.D.).

Originally Published in Press as DOI: 10.1164/rccm.202010-3873LE on
November 5, 2020
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measured by left ventricular shortening fraction and improved
survival (7). However, the exact mechanism behind the beneficial
hemodynamic effect of DPP3 inhibition remains to be identified.
Notably, and despite some substantial biological rationale, it
remains uncertain whether angiotensin II infusion alone is able
to recapitulate the beneficial effects of DPP3 inhibition. Indeed,
although this therapy has been associated with an AT1R-dependent
increment of cardiac output in a mouse model of sepsis (8), this is a
rather inconstant finding in humans, in whom angiotensin II is
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generally considered to be a pure vasopressor devoid of a direct
inotropic effect. Nonetheless, whether angiotensin II exerts an
inotropic effect could be dependent on the type of aggression and
basal cardiac function, as well as on the endogenous concentration
of angiotensin II, and deserves further explorations in animal
models and patients.

In conclusion, this additional hypothesis gives a glimpse into
the complex picture of the RAAS perturbations during shock
(Figure 1), emphasizes the need for further research in this area,
and expands the spectrum of potential therapeutic targets. M
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Reply to Picod et al. 3

From the Authors:

We thank Picod and colleagues for their comments about our
manuscript (1). The renin-angiotensin-aldosterone system
(RAAS) is disordered in patients with catecholamine-resistant
vasodilatory shock (CRVS). Thus, we have described the RAAS
Disturbance Hypothesis, which postulates that there is inadequate
activation of the ATR1 (angiotensin type I receptor) in some
patients with CRVS. In our study, we demonstrated that elevated
renin levels are common in patients with CRVS and that the renin
levels correlate with the angiotensin I/angiotensin II ratio, which is
also elevated (1). We reasoned that ACE (angiotensin-converting
enzyme) dysfunction was the most likely cause for these findings.
This hypothesis is bolstered by our findings that the exogenous
administration of angiotensin II resulted in a rapid decrease in both
renin and angiotensin I levels compared with placebo. Picod and
colleagues rightly point out that increased angiotensin II
degradation by neutral endopeptidase offers an additional
explanation for our findings. We agree that this is important and
that further research into the nature and cause of angiotensin II
insufficiency and the role of both classical and nonclassical
enzymes (ACE, ACE2, and/or neutral endopeptidase) in the
generation and degradation of the different major angiotensins
identified so far (especially angiotensin I, angiotensin II,
angiotensin 1-7, angiotensin 1-9, and angiotensin 15) is warranted.
The consequences of RAAS disturbance in CRVS are broad and
impact multiple organs. Preclinical studies confirm early findings by
Wan and colleagues that adequate ATR1 engagement is critical for
renal function (2). Recently, Leisman and colleagues demonstrated

8This article is open access and distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution Non-Commercial No Derivatives License 4.0
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/). For commercial
usage and reprints, please contact Diane Gern (dgern@thoracic.org).

Originally Published in Press as DOL: 10.1164/rccm.202010-3968LE on
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3.3 Discussion

Cette correspondance souligne que des mécanismes multiples puissent aboutir a un
défaut de stimulation d’AT1R incluant le défaut de génération d’angiotensine Il, par exemple
di a un défaut d’activité ACE ; mais aussi une dégradation accrue de l'angiotensine Il, par

exemple via I'augmentation de l'activité cDPP3.

De maniere intéressante, la réponse faite par les auteurs met en évidence la
méconnaissance du réle potentiel de DPP3, cette enzyme étant confondue avec la NEP 23, En
effet, bien que cette enzyme ait été identifiée depuis plus de 50 ans, le rGle exact de DPP3 dans

le métabolisme des angiotensines circulantes reste imprécis, et donc souvent négligé.
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4. Modulation de ’lhémodynamique systémique et rénale par la dipeptidyl
peptidase 3 circulante

4.1 Introduction

Si les travaux précédents soulignent la valeur pronostique de concentrations élevées de
cDPP3 au cours de linsuffisance circulatoire, peu de données étayent un role
physiopathologique.

Des données de notre laboratoire ont apporté des éléments préliminaires en faveur d’un réle
de cDPP3 dans la modulation de I’'hémodynamique ainsi que la preuve de concept que cDPP3
pouvait constituer une cible thérapeutique dans des modéles d’insuffisance circulatoire 1>%15%,
Ainsi, les études menées ont montré que l'injection intraveineuse de DPP3 purifiée a la souris
saine était associée a I'altération transitoire de la fonction ventriculaire gauche 1. A l'inverse,
I'administration d’un anticorps monoclonal inhibant l'activité de cDPP3 dans des modeles
murins de dysfonction cardiaque était associé a une amélioration de la fraction de
raccourcissement ventriculaire gauche %1% Néanmoins, les mécanismes précis ainsi que
I'effet de DPP3 sur d’autres variables hémodynamiques importantes restent inconnus.
Notamment, les effets de DPP3 sur la pression artérielle sont insuffisamment explorés. Enfin,
il a été suggéré que l‘administration de DPP3 altéere I'hémodynamique rénale soit
secondairement a une altération de I’hémodynamique systémique, soit en raison d’un effet

plus spécifique sur la circulation rénale °2,
Ainsi, le travail suivant visait a explorer les effets de cDPP3 sur I’'hémodynamique

systémique et rénale chez la souris et d’investiguer la relation entre les effets observés et les

substrats connus de cDPP3, et notamment, les peptides du SRAA.
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Abstract

Background: High circulating dipeptidyl peptidase 3 (DPP3) has been associated with poor
prognosis in critically ill patients with circulatory failure. In such situation DPP3 could play a
pathological role, putatively via an excessive angiotensins cleavage.

Our objective was to investigate the hemodynamics changes induced by DPP3 in mice and the

relation between the observed effects and renin-angiotensin system modulation.

Methods: Ten-week-old male C57BI/6) mice were subjected to intravenous injection of
purified human DPP3 or an anti-DPP3 antibody (procizumab). Invasive blood pressure and
renal blood flow were monitored throughout the experiments. Circulating angiotensins
peptides and catecholamines were measured and receptor blocking experiment performed to

investigate the underlying mechanisms.

Results: DPP3 administration significantly increased renal blood flow, while blood pressure was
minimally affected. Conversely, procizumab led to significantly decreased renal blood flow.
Angiotensins measurements and a AT1R blockade experiment using valsartan demonstrated
that the renovascular effect induced by DPP3 is due to reduced AT1R activation via decreased
concentrations of circulating angiotensin Il, lll, IV. Measurements of circulating catecholamines
and an adrenergic receptor blockade by labetalol demonstrated that catecholamine release

explains blood pressure maintenance upon DPP3 administration.

Conclusions: High circulating DPP3 increases renal blood flow due to reduced AT1R activation
via decreased concentrations of circulating angiotensins while blood pressure is maintained
by means of increased circulating endogenous catecholamines. These findings strengthen the
fact that circulating DPP3 is an actor of circulatory failure and contributes to renin-angiotensin

system alterations and associated consequences in shock.

Abstract word count: 240/250
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Abbreviations

(c)DPP3: (circulating) dipeptidyl peptidase 3
PCZ: Procizumab

AT1R: Angiotensin Il receptor, type 1

RAS: renin-angiotensin system

PBS: Phosphate-buffered saline

MAP: Mean arterial pressure

RBF: Renal blood flow

RVR: Renovascular resistances

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid
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Introduction

High circulating dipeptidyl peptidase 3 (cDPP3) concentration has been observed in the blood
of critically ill patients, notably in patients with various causes of circulatory failure including
septic shock, cardiogenic shock, hemorrhagic shock, or circulatory failure associated with
extensive burns (1-6). In such conditions, high cDPP3 has been associated with poor survival.
Particularly relevant to the context of shock, high cDPP3 has been associated with a higher
incidence of cardiac dysfunction and with the need for higher doses of catecholamine support
to maintain blood pressure. Furthermore, high cDPP3 during circulatory failure has been
associated with a higher incidence of acute kidney injury and a more frequent need for renal
replacement therapy.

DPP3 is an enzyme cleaving two amino acids of the N-terminal extremities of small peptides,
ranging from 3 to 10 amino acids. Most of its substrates have been identified in ex vivo or in
vitro experiments and include angiotensins and endogenous opioids such as enkephalins and
endomorphins (7-9). Low cDPP3 concentrations in the bloodstream were found in healthy
animals and individuals and its role in the metabolism of its known substrates remain poorly
understood. Interestingly, there is a strong correlation between cDPP3 concentration and
activity in critically ill patients confirming that, in acute conditions, DPP3 is released in its active
form (2, 10). This observation raises the possibility that, in addition to be a marker, high cDPP3
could contribute to circulatory failure by enhanced cleavage of vasoactive peptides. Among
these peptides, angiotensin Il is of particular interest, due to its effect on blood pressure
maintenance, renal hemodynamics and sodium and water homeostasis. Interestingly,
defective angiotensin Il - angiotensin Il receptor type 1 (AT1R) signaling has been reported
during vasodilatory shock, with hypotension and renal dysfunction as primary consequences
(11, 12). This defective signaling is classically attributed to an angiotensin converting enzyme
deficiency in the setting of a sepsis- or sepsis-like endotheliopathy leading to inadequately low
angiotensin Il concentration (11). However, it is likely that renin-angiotensin system (RAS)
alterations in severe shock are due to additional causes, like increased degradation of

angiotensin Il by circulating peptidases such as cDPP3 (13).

Previous studies from our group showed that intravenous DPP3 administration to healthy mice
was associated with impairment of cardiac function (2). Inversely, administration of a
monoclonal antibody inhibiting cDPP3 activity in mouse models of acute cardiac dysfunction

was associated with improved left ventricular shortening fraction (2, 14). However, the precise
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mechanism and cDPP3 effects on other important hemodynamic variables remains largely
unknown. Notably, the consequences of high ¢cDPP3 on blood pressure are insufficiently
characterized. Additionally, it has been suggested that DPP3 administration alters renal
hemodynamics, either as a consequence of systemic hemodynamics impairment or due to a
more specific effect on the renal vasculature (2). Thus, the present work aimed to determine
the effects of cDPP3 on systemic and renal hemodynamics and the relationship between the

observed effects and the modulation of the RAS in mice.

Materials and methods

Animals

A total of 298 ten-week-old male C57BI/6J mice, weighting 25 + 2.5 g purchased from Janvier
Lab were used in all experiments. Mice were housed with a 12/12 h light-dark cycle and with
ad libidum access to food and water. All experimental procedures were performed in
accordance with the Directive 2010/63/eu of the European Union. The study received approval
from the ethics committee Lariboisiere—Villemin (S140#9385). Reporting of this work complies

with ARRIVE 2.0 guidelines.

Modulation of cDPP3 activity

Native human DPP3 (hDPP3) was purified from human red blood cell lysate as previously
described and administered in all experiments as an intravenous bolus injection of 0.55 mg/kg
in 100 pL (15). This dose of hDPP3 was chosen to produce a peak concentration approximately
10x higher than observed in human pathological conditions given: i) the rapid decrease in
concentration (hDPP3 half-life 20 min), and ii) the basal angiotensin Il concentration in mice,

which is approximately 10x higher than in humans (2).

The monoclonal antibody procizumab (PCZ), an immunoglobulin G1 inhibiting DPP3 activity,
was generated as previously described and administered in all experiments as an intravenous
bolus injection of 10 mg/kg in 100 pL (2).

Both hDPP3 and PCZ were provided by 4TEEN4 pharmaceuticals GmbH (Hennigsdorf,
Germany), diluted in sterile phosphate-buffered saline buffer (hDPP3) or formulation buffer
containing 10mM L-histidine, 20mM L-methionine, 250mM trehalose (PCZ). Phosphate-
buffered saline (PBS) was used as a control injection in all experiments. Mice were randomly

allocated to each condition and PBS, PCZ or hDPP3 blindly administered.
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Hemodynamic experiments

Continuous measurements of hemodynamic variables were performed in anesthetized mice
according to previously established methodology (16). Briefly, after anesthesia by inhaled
isoflurane (3% for anesthesia induction then reduced to 1% for maintenance) and analgesia
with subcutaneous injection of buprenorphine 0.05 mg/kg, animals were placed on a servo-
controlled table kept at 37°C. The right femoral artery was catheterized for measurements of
arterial pressure, and a femoral venous catheter was used for volume replacement and
administration of pharmacological agents. Sodium chloride (0.9%) was intravenously infused
at a rate of 10 puL/min for fluid maintenance. Mean arterial pressure (MAP) was measured via
a pressure transducer (Statham P23 DB). Renal blood flow (RBF) was measured by a flowmeter
placed around the left renal artery via left lombotomy (0.5-vol probe, TS420, Transonic
Systems, Ithaca, NY). RBF values were controlled for zero offset, which was determined at the
end of an experiment after cardiac arrest. Renovascular resistance (RVR) was estimated as the
ratio of MAP/RBF. Data were recorded, stored, and analyzed using a DataTranslation analog-
to-digital converter and 10X software (EMKA Technologies, Paris, France). RBF and MAP were
measured before and after intravenous 100pL bolus injections of 0.55 mg/kg hDPP3, 10mg/kg
procizumab or PBS. In some experiments, 0.8 mg/kg valsartan (Sigma Aldrich, Saint-Louis,
United States), 1.6 mg/kg naloxone (Mylan, Canonsburg, United states) or 10 mg/kg labetalol
(Aspen Pharmacare, Dublin, Ireland) was administered as a single intravenous bolus injection
of 100 uL, 5 min before hDPP3 (0.55 mg/kg). Untreated animals received a bolus of 100 pL
0.9% sodium chloride.

In separate experiments, the systemic (MAP) and renal (RBF, RVR) vasoreactivity to 0.25 to 2
ng angiotensin Il (Sigma Aldrich, Saint-Louis, United States) or 20 ng norepinephrine (Mylan,
Canonsburg, United States) was evaluated before and after hDPP3 or procizumab

administration.

Biochemical measurements

Biochemical measurements were performed during separate experiments to avoid any
perturbation of hemodynamic measurements due to the loss of circulating blood volume.
Blood samples were taken from mice anesthetized by ketamine and buprenorphine at different
timepoints after hDPP3, PCZ or PBS injection. Blood was collected on ice in pre-labeled tubes
loaded with an angiotensin-stabilizing protease inhibitor cocktail, lithium heparin, or

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). Particular attention was paid to the brevity of the
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sampling procedure, which lasted less than 60 seconds. Tubes containing blood were inverted
5 times to allow homogenous mixture of respective contents prior to centrifugation at 2000g
for 10min at 4°C. Supernatant plasma was collected in pre-labeled aliquots and flash frozen in
liguid nitrogen before being stored at -80°C for further analyses.

DPP3 activity was measured in heparin plasma samples using a soluble activity assay as
previously described (2).

Circulating angiotensins concentrations were determined by mass spectrometry using heparin
plasma samples collected in the presence of an inhibitor cocktail completely blocking the
degradation of angiotensin peptides. The inhibitor cocktail contained broad spectrum
inhibitors against metalloproteases (EDTA, 1,10-phenanthroline), aspartic proteases (pepstatin
A), cysteine proteases (p-hydroxymercuribenzoic acid), serine proteases (AEBSF), and specific
inhibitors for renin and aminopeptidases A and N to a final concentration of 5% v/v (Attoquant
Diagnostics, Vienna, Austria) (17).

Circulating epinephrine, norepinephrine and dopamine were measured after specific EDTA
plasma sample preparation through solid phase extraction (Chromsystems Instruments,
Grafelfing, Germany), using an isocratic high performance liquid chromatography system with
electrochemical detection (Coularray®, ESA, Chelmsford, United States).

Plasma creatinine, urea and total proteins were measured on an automatic analyzer (Konelab
20i, Thermo, Cergy, France), sodium was assessed by flame spectrophotometry (Sherwood
Scientific, Cambridge, United Kingdom) and plasma osmolality was measured using the
freezing point depression method with a Loser type 15 osmometer (Loser Messtechnik, Berlin,

Germany).

Estimation of glomerular filtration rate
Glomerular filtration rate was estimated by measuring the transcutaneous clearance of

fluorescein-isothiocyanate (FITC)-labeled sinistrin, as previously described (18).

Statistical analyses

All statistical analyses and graphs were made using the GraphPad Prism software version 9.5.1
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). The normality of distributions was assessed using
the Shapiro-Wilk test and variables were expressed as means + SE or median and interquartile
range as appropriate.

Hemodynamic changes induced by PBS, hDPP3 or PCZ administration were analyzed relative

to baseline values. Longitudinal data were analyzed by repeated-measure ANOVA followed by
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post-hoc Dunnett’s multiple comparison test. Intergroup data at a specific timepoint were
analyzed using ANOVA or the Kruskall-Wallis test as appropriate, followed by post-hoc
Dunnett’s multiple comparison test or Dunn’s test. Correlations were evaluated by the Pearson
correlation coefficient (r). All tests were two-sided and a p-value of less than 0.05 was

considered statistically significant.

Results

DPP3 modulates hemodynamics and vascular reactivity to angiotensin Il.

To assess the effect of DPP3 on blood pressure and renal hemodynamics, hDPP3 was
intravenously injected to isoflurane-anaesthetized mice (Figure 1, Supplemental table E1).
Compared to PBS-injected mice, hDPP3-injected mice exhibited a transient and massive
increase of RBF (Figure 1B), while MAP remained constant (Figure 1A), reflecting decreased
RVR (Figure 1C). The maximal effect of a single bolus injection of hDPP3 was reached within
~1 min and lasted 15 to 30 min. Conversely, PCZ administration produced a progressive,
significant reduction of RBF without change in MAP, thus reflecting increased RVR.

As angiotensin Il has been suggested to be a substrate of DPP3, we next investigated whether
hDPP3 or PCZ affects systemic or renal vasoreactivity to angiotensin Il. Prior to hDPP3 injection,
repeated intravenous bolus of increasing doses of angiotensin Il induced a dose-dependent
increase in MAP concomitantly with a dose-dependent decrease in RBF reflecting increased
RVR (ANOVA, dose effect p<0.05 for all three variables) (Figure 2). The maximal response was
reached within ~25s, independent of the dose. After hDPP3 administration, the systemic
(MAP) and renal (RBF, RVR) vasoreactivity to angiotensin Il was systematically decreased
(p<0.01 for all three variables) (Figure 2, Supplemental Figure E1). In contrast, hDPP3
administration did not affect the vasoconstrictive effect of norepinephrine, a vasopressor
which metabolism is DPP3-independent (Supplemental Figure E2). Conversely, PCZ
administration did not affect the systemic or renal vasoreactivity of angiotensin Il (Figure 2,

Supplemental Figure E1).

DPP3 modulates the RAS in vivo.

To confirm that hDPP3 induces angiotensins cleavage in vivo, circulating concentrations of
angiotensins metabolites were measured on stabilized plasma sampled 15 and 60min after
hDPP3, PBS or PCZ injections to anesthetized mice. Compared to PBS-injected animals, hDPP3

administration was associated with increased circulating angiotensin | and decreased
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concentrations of angiotensin II, Ill and IV, 15min after injection. Conversely, PCZ
administration led to increased circulating concentrations of angiotensin Il and (1-5) (figure 3).
The effect of hDPP3 but not PCZ on circulating angiotensin concentrations persisted at least

for 60 min after injection (Supplemental Figure E3).

The renovascular effect of hDPP3 implicates decreased angiotensin type 1 receptor agonism.

We next investigated whether the renovascular effect observed after hDPP3 administration is
due to angiotensin cleavage. Thus, mice were pretreated with valsartan, an AT1R antagonist.
As expected, pre-treatment with valsartan decreased MAP (-12%, from 89 £ 5 to 78 £ 5mmHg,
p=0.001), increased RBF (+71%, from 0.70 + 0.12 to 1.2 + 0.34mL.min-1, p=0.0215), reflecting
decreased RVR (-41%, from 121 + 26 to 72 £ 24mmHg.mL-1.min, p=0.0125). Because these
hemodynamic effects were transient, only the maximum response to subsequent hDPP3
administration, measured at 1min after injection, was analyzed. Compared to untreated mice,
valsartan-pretreated mice exhibited decreased responses to hDPP3 (figure 4, Supplemental
Figure E4). Notably, the renovascular hemodynamic response to valsartan, as well as to the
subsequent injection of hDPP3, displayed important inter-individual variability. Nevertheless,
we observed a strong negative correlation between the effect induced by valsartan on RBF and
the added effect of subsequent hDPP3 injection, suggesting that the more efficient AT1R
blockade is, the less additive hDPP3 effect is observed (RBF, r=-0.959, p=0.0025; RVR, r=-0.923,
p=0.0085). Administration of a higher dose of valsartan to ensure complete AT1R blockade was
not possible due to poor tolerance. In contrast, a pretreatment by the pan-opioid receptor
antagonist naloxone produced a marginal hemodynamic effect (MAP, -4%, from 93 +9to 89 +
6mmHg, p=0.19; RBF, +11%, from 0.61 + 0.068 to 0.68 + 0.081mL.min-1, p=0.0442; RVR, -14%,
from 155 + 18 to 134 + 14mmHg.mL-1.min, p=0.10) and did not alter the response to
subsequent hDPP3 administration (Supplemental Figure E5). Taken together, these data
suggest that hDPP3 mediates its effect on renal hemodynamics through decreased AT1R

signaling.

hDPP3 injection do not alter renal function in mice.

To investigate the effect of hDPP3 or PCZ injection on glomerular function, water, and sodium
homeostasis, we measured creatinine, urea, sodium, osmolality, and total plasma proteins on
samples taken 24h after injection. Compared to PBS-injected mice, neither hDPP3 nor PCZ

produced significant changes on any of these variables (Supplemental Table E2).
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To further investigate a potential transient effect of hDPP3 or PCZ on renal function, we
estimated glomerular filtration rate using transcutaneous measurement of FITC-sinistrin
clearance. The estimated GFR measured in the 90min following PBS, hDPP3 or PCZ injection

did not differ significantly between the groups (Supplemental Figure E6).

DPP3-induced catecholamines release maintains blood pressure.

To explain the maintenance of a stable blood pressure upon hDPP3 administration, we tested
whether a compensatory response was involved to counteract the loss of systemic
vasoconstrictive effect associated to excessive angiotensin Il cleavage. To address this
guestion, we measured the concentrations of circulating endogenous catecholamines, namely
epinephrine, norepinephrine, and dopamine at different timepoints (5, 15 and 60min) after
PBS, hDPP3 or PCZ administration. Compared to the PBS-injected group, mice injected with
hDPP3 exhibited a progressive release of catecholamines, reaching maximal concentrations at
60 min while the PCZ group showed a tendency for the opposite effect (table 1). To confirm
that catecholamine release prevents the decrease of blood pressure after hDPP3 injection, we
pretreated mice with the alpha- and beta-adrenergic receptor blocker labetalol, before hDPP3
administration. As expected, labetalol pretreatment induced a sustained decrease of MAP (-
13%, from 84 £ 6 to 73 + 3mmHg, p=0.0224), without significant changes of RBF (-7%, from
0.71 +0.064 to 0.66 + 0.13mL.min%, p=0.36) nor RVR (-2%, from 121 + 9 to 118 + 26mmHg.mL
. min, p=0.75). Upon hDPP3 administration, an abrupt fall of blood pressure was observed in
labetalol-pretreated mice, contrasting with untreated mice. Additionally, pretreatment by
labetalol was associated with enhanced hDPP3 effects on renal hemodynamics (figure 5).
Taken together, these findings confirm that endogenous catecholamine release compensates

for the hemodynamic changes induced by DPP3-mediated cleavage of angiotensins.

Discussion

In the present work, we show that hDPP3 administration to healthy mice decreases
renovascular resistance leading to increased renal blood flow, while blood pressure is
minimally affected. Additionally, hDPP3 administration is associated with decreased systemic
and renal vasoreactivity to angiotensin Il. We demonstrate that the renovascular effect
induced by hDPP3 is due to reduced AT1R activation via decreased concentrations of
circulating angiotensin I, lll, IV. An additional novel finding is that hDPP3 administration is
associated with catecholamines release which maintain blood pressure despite decreased

concentration of vasoconstrictive angiotensins.
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As angiotensin Il is the main circulating AT1R agonist due to its relative abondance and its
maximal receptor affinity, it is likely that the hemodynamic changes observed in our
experiments primarily reflect DPP3-mediated angiotensin Il cleavage. Nevertheless, as
angiotensin lll and IV also have some affinity for the AT1R receptor, decreased concentrations
of these peptides upon hDPP3 administration could also play a minor role (19). Our data show
clearly that DPP3 can cleave angiotensin Il in vivo while most previous works have identified
potential DPP3 substrates based on in vitro or ex-vivo experiments. To our knowledge, only
one study investigated angiotensin Il cleavage in vivo in an experimental setting where
exogenous angiotensin Il was administered to artificially induce hypertension(20).
Interestingly, in the latter study, DPP3 administration reduced blood pressure in angiotensin
[l-infused hypertensive mice while it did not affect hemodynamics in norepinephrine-induced
hypertensive mice nor normotensive mice. These results as well as ours establish that the
action of DPP3 on blood pressure is mediated via the cleavage of angiotensin Il and becomes
apparent when systemic hemodynamics are in a state of dependence toward angiotensin .

Moreover, we show that the effect of DPP3 on renal hemodynamics, caused by decreased
stimulation of AT1R, was consistent with the known vasoactive properties of angiotensin Il. In
the absence of angiotensin II-AT1R signaling as observed during treatment with the AT1R
antagonist valsartan, the decrease in total RVR induces an increase of RBF. As angiotensin |l
tends to exert a preferential, but not exclusive, vasoconstrictor effect on the efferent
glomerular arteriole, loss of AT1R-dependent tone tends to decrease glomerular filtration
pressure, and thus glomerular filtration rate (21-23). However, isolated loss of AT1R tone such
as induced by short-term pharmacological blockade in young, healthy, sodium-repleted
animals or humans appear insufficient to induce significant changes of glomerular filtration
rate (24, 25). Thus, the lack of short-term alteration of GFR in our experiments could be related
to the brevity of the hemodynamic modifications induced by a single bolus of hDPP3 and/or

the integrity of endogenous mechanisms compensating for the isolated loss of AT1R tone.

Our data demonstrate that inhibition of physiological cDPP3 activity by PCZ in mice is
associated with significant biochemical (increased angiotensin Il concentration) and
hemodynamic (decreased RBF) changes, thus proving that cDPP3 activity is of significance
concerning angiotensin metabolism, even in physiological conditions. The small amplitude of
PCZ-induced hemodynamic changes could be related to the overall low sensitivity of mice to

angiotensin Il, to the incomplete inhibition of cDPP3 activity by PCZ or because of the low
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baseline cDPP3 activity of healthy mice. A more pronounced effect could be observed in a
pathological condition where cDPP3 is elevated and/or the RAS activated. From a therapeutic
perspective, it is interesting to note that the inhibition of cDPP3 by PCZ is not associated with

major hemodynamic changes when cDPP3 is low.

Our results could have multiple implications:

We have demonstrated that DPP3 cleaves angiotensin Il in vivo, providing arguments to the
view that high cDPP3 can contribute to the recently reported RAS alterations during shock (11,
13, 26). Furthermore, the finding that DPP3 is associated with a decreased systemic and renal
vasoreactivity to angiotensin Il questions the relevance of administering angiotensin Il in
situations where cDPP3 is high. Indeed, high cDPP3 could explain why some patients have a
poor hemodynamic response to angiotensin Il (27, 28). In such situations, inhibition of cDPP3
activity could improve hemodynamic by increasing endogenous angiotensin Il concentration

and/or restore exogenous angiotensin Il sensitivity.

Furthermore, the administration of hDPP3 to mice had a minimal effect on blood pressure,
due to a compensatory release of endogenous catecholamines. In a pathological condition,
where sympathetic stimulation is often already maximal, DPP3 release could be associated
with further decrease of blood pressure. Alternatively, blood pressure could be maintained
further stimulating catecholamine release and thus at a cost of potential undesirables effects:
increased myocardial oxygen consumption, increased risk of cardiac arrythmia,
immunosuppression and enhanced bacterial growth (29—-32). Inversely, inhibition of cDPP3
activity could be an interesting strategy aiming at an effective decatecholaminisation during
circulatory failure (33). Further work is needed to determine whether the modulation of
catecholamine release is purely compensatory or relies on more specific mechanisms involving

DPP3 substrates.

Finally, it is interesting to note that the effects of DPP3 on renal hemodynamics are due to
reduced AT1R activation via angiotensins cleavage. In our experimental setting, the DPP3-
induced hemodynamic changes did not affect renal function (GFR). However, the case can be
completely different under pathological conditions where the elevation of cDPP3 is sustained,
and several regulatory mechanisms are altered. Indeed, it has been demonstrated that RAS
alterations during septic shock are associated with a high-RBF acute kidney injury (12, 34). In

such situations, cDPP3 inhibition can lead to both improved renal hemodynamics and function.
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Our study also has some limitations.

First, our experiments were limited to exploring the role of cDPP3 in otherwise healthy
animals. The current design allows for a clean investigation of the mode of action of DPP3 and
PCZ without the complex multifactorial effects of acute circulatory failure. Future studies
should focus on more complex pathological models.

Second, only mice models were used in our study. Future studies on large animal models could
allow a more detailed characterization of the macro- and micro-circulatory effects of cDPP3
and its inhibition.

Finally, if our work excludes a role of endogenous opioids in the hemodynamic changes
observed, a potential role of known (angiotensins, enkephalins or endomorphins) or still
unknown DPP3 substrates on other endpoints is not completely excluded. Further work may

focus on identifying these substrates and their specific effects.

In conclusion, our study demonstrates that hDPP3 administration to mice induces a transient
drop in RVR caused by enhanced degradation of angiotensin Il leading to increased RBF
whereas blood pressure is maintained by means of increased circulating endogenous
catecholamines. These findings strengthen the fact that cDPP3 is an actor of circulatory failure

and contributes to RAS alterations and associated consequences in shock.

Perspectives

Our work highlights the importance of circulating DPP3 in angiotensins metabolism and
suggests a mechanism explaining the poor prognosis associated with high cDPP3 in critically ill
patients. Additionally, relevant biochemical (circulating angiotensins and catecholamines) and
clinical (blood pressure, renal hemodynamics and function) endpoints could be used in future
experimental and/or clinical studies dedicated to the role of circulating dipeptidyl peptidase 3
in pathological conditions. In such conditions, further work could focus on the mechanisms of
DPP3 release into the circulation. Finally, this study suggests that excessive angiotensins
degradation by high circulating DPP3 during circulatory failure could be targeted by

procizumab.
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Novelty and Relevance:

What Is New?

- In mice, dipeptidyl peptidase 3 (DPP3) administration increases renal blood flow while
an anti-DPP3 antibody induces opposite effects.

- The renovascular effect of DPP3 reflects decreased AT1R activation via angiotensins
cleavage.

- Endogenous catecholamine release explains blood pressure maintenance upon DPP3
administration.

What Is Relevant?

- DPP3 cleaves endogenous angiotensins.

Clinical/Pathophysiological Implications?

- In critically ill patients, high circulating DPP3 associates with severe cardiovascular and
renal failures, and poor survival.

- These findings suggest that high circulating DPP3 contributes to inadequately low

angiotensin Il concentration and associated consequences in shock.
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Figure 1. Effect of dipeptidyl peptidase 3 or procizumab injection on systemic and renal
hemodynamics: mean arterial pressure (A), renal blood flow (B) and renovascular resistances
variations after DPP3, PBS or PCZ administration. Data are presented as mean +/- SE.
Comparison between group was made by repeated-mesure ANOVA followed by post-hoc
Dunnett’s multiple comparison test. DPP3: dipeptidyl peptidase 3, PBS: phosphate buffered
saline, PCZ: procizumab, MAP: mean arterial pressure, RBF: renal blood flow, RVR:

renovascular resistances.
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Figure 2. Effect of DPP3 and PCZ on systemic and renal vasoreactivity to angiotensin Il. Effect

of DPP3 on the peak MAP (A), RBF (B) and RVR (C) of increasing doses of angiotensin Il. Effect

of PCZ on the peak MAP (D), RBF (E) and RVR (F) of increasing doses of angiotensin II.

Comparison between group was made ANOVA. MAP: mean arterial pressure, RBF: renal blood

flow, RVR: Renovascular resistance. Angll: angiotensin Il, DPP3: dipeptidyl peptidase 3. PCZ:

procizumab.
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Figure 3: DPP3 activity and circulating angiotensins 15 min after PBS, DPP3 or PCZ
administration. Comparison between group was made by ANOVA or the Kruskall-Wallis test as

appropriate (n=10 per group). Ang: Angiotensin, DPP3: dipeptidyl peptidase 3. PCZ:

procizumab.
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Figure 4. Effects of a pretreatment by valsartan on the systemic and renal hemodynamic effects
induced by DPP3: maximal effect (T+1min) on mean arterial pressure (A), renal blood flow (B)
and renovascular resistances (C) variations after DPP3 in mice pretreated (n=6) or not (n=5)
with the AT1R antagonist valsartan. Correlation between the effect induced by valsartan and
the additional effect produced by DPP3 administration on mean arterial pressure (D), renal
blood flow (E) and renovascular resistances (F). Data are presented as mean +/- SE. DPP3:
dipeptidyl peptidase 3, MAP: mean arterial pressure, RBF: renal blood flow, RVR: renovascular

resistances.
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Figure 5: Effects of a pretreatment by labetalol on the systemic and renal hemodynamic effects
induced by DPP3: mean arterial pressure (A), renal blood flow (B) and renovascular resistances
variations after DPP3 in mice pretreated (n=5) or not (n=5) with the a- and B-adrenergic
receptors antagonist labetalol. Data are presented as mean +/- SE. Comparison between group
was made by repeated-mesure ANOVA followed by post-hoc Dunnett’s multiple comparision
test. DPP3: dipeptidyl peptidase 3, MAP: mean arterial pressure, RBF: renal blood flow, RVR:

renovascular resistances.
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PBS DPP3 PCz p
Norepinephrine (pmol/L)
T5 10321 + 2402 12342 + 2331 8734 £ 2392 0,008
T15 10800 * 2221 10378 + 2863 7327 £2953° 0,0201
T60 9411 + 1352 17744 + 3993 *** 7500 + 1094 ** <0,0001
Epinephrine (pmol/L)
T5 1503 + 485,2 1961 +494,9 1195+ 282,4 0,0035
T15 1349 +575,7 2436 + 824,1 873,2+223,0 0,0002
T60 1282 +174,8 3325+1337"° 765,4+152,3" <0,0001
Dopamine (pmol/L)
T5 2484 +519,3 2718 £ 683,4 2471 £ 586,1 0,5916
T15 1961 +723,3 2624 + 698,8 1780 + 352,8 0,0122
T60 1720 + 505,1 2834 +596,5 " 1234 + 250,8 <0,0001

Table 1. Circulating catecholamines concentrations at 5, 15, and 60 min after PBS, DPP3 or PCZ
administration. Comparision were made using ANOVA or the Kruskall-Wallis test. Post-hoc
comparisions with PBS group: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001 in

comparision with the PBS group at the same timepoint. N= 10 per group at each timepoint.
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Circulating dipeptidyl peptidase 3 modulates systemic and renal hemodynamics through

angiotensins cleavage

Adrien Picod, Sandrine Placier, Magali Genest, Jacques Callebert, Nathan Julian, Maxime Zalc,
Noma Assad, Karine Santos, Stéphane Gaudry, Christos Chatziantoniou, Alexandre Mebazaa,

Feriel Azibani

Online Data Supplement

Supplemental figure E1: Duration of systemic and renal effect of DPP3 and PCZ.
Supplemental figure E2. Effect of DPP3 and PCZ on systemic and renal vasoreactivity to
norepinephrine.

Supplemental figure E3: DPP3 activity and circulating angiotensins 60 min after PBS, DPP3 or
PCZ administration.

Supplemental figure E4: Effects of a pretreatment by valsartan on the systemic and renal
hemodynamic effects induced by DPP3.

Supplemental figure E5. Effects of a pretreatment by naloxone on the systemic and renal
hemodynamic effects induced by DPP3.

Supplemental figure E6: Estimated glomerular filtration rate following PBS, hDPP3 or PCZ
administration mice measured by the transcutaneous FITC-sinistrine clearance technique.
Supplemental table E1. Effects of dipeptidyl peptidase 3 or procizumab injection on systemic
and renal hemodynamics.

Supplemental table E2. Markers of renal function and sodium and water homeostasis 24 hours

after PBS, DPP3 or PCZ administration.
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Supplemental figure E1: Duration of systemic and renal effect of DPP3 (A,B) and PCZ (C,D).
Comparison between group was made ANOVA. MAP: Mean arterial pressure, RBF: Renal blood
flow, RVR: Renovascular resistance. Angll: Angiotensin Il, DPP3: Dipeptidyl peptidase 3. PCZ:

Procizumab.
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Supplemental figure E2. Effect of DPP3 and PCZ on systemic and renal vasoreactivity to
norepinephrine. Effect of DPP3 on the peak MAP (A), RBF (B) and RVR (C) of 20 ng of
norepinephrine. Effect of DPP3 on the peak MAP (D), RBF (E) and RVR (F) of 20 ng of
norepinephrine. MAP: Mean arterial pressure, RBF: Renal blood flow, RVR: Renovascular

resistance. DPP3: Dipeptidyl peptidase 3. PCZ: Procizumab.
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Supplemental figure E3: DPP3 activity and circulating angiotensins 60 min after PBS, DPP3 or
PCZ administration. Comparison between group was made ANOVA or the Kruskall-Wallis test
as appropriate (n=10 per group). Ang: Angiotensin, DPP3: Dipeptidyl peptidase 3. PCZ:

Procizumab.
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Supplemental figure E4: Effects of a pretreatment by valsartan on the systemic and renal
hemodynamic effects induced by DPP3: mean arterial pressure (A), renal blood flow (B) and
renovascular resistances variations after DPP3 in mice pretreated or not with the AT1R
antagonist valsartan. Data are presented as mean +/- SE. DPP3: Dipeptidyl peptidase 3, MAP:

Mean arterial pressure, RBF: Renal blood flow, RVR: renovascular resistances.
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Supplemental figure E5. Effects of a pretreatment by naloxone on the systemic and renal
hemodynamic effects induced by DPP3: mean arterial pressure (A), renal blood flow (B) and
renovascular resistances variations after DPP3 in mice pretreated or not with the pan-opiod
receptors antagonist naloxone. Data are presented as mean +/- SE. DPP3: Dipeptidyl peptidase

3, MAP: Mean arterial pressure, RBF: Renal blood flow, RVR: renovascular resistances.
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Supplemental figure E6: Estimated glomerular filtration rate following PBS, hDPP3 or PCZ
administration mice measured by the transcutaneous FITC-sinistrine clearance technique.
Comparison between group was made by ANOVA. eGFR: estimated glomerular filtration rate,
DPP3: Dipeptidyl peptidase 3, PBS: Phosphate buffered saline, PCZ: Procizumab, MPA: Mean

arterial pressure, RBF: Renal blood flow, RVR: renovascular resistances.
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Group PBS (n=5) DPP3 (n=5) PCZ (n=5) p
Absolute mean = SD Absolute mean = SD Absolute mean = SD ANOVA,
(Relative mean * SD) (Relative mean * SD) (Relative mean £ SD) group effect

Mean arterial pressure (mmHg) 0.33

TO (baseline) 87+5 89+9 85+3

TSmin 86+5(-1.4+1.9) 85+ 8 (-4.4 £ 0.0) 85+3(-0.7 +2.5)

T5min 87 +7(-0.3+3.6) 87 +8(-2.2+0.0) 84 +3 (-1.6 £ 2.1)

T15min 88+6(0.9£4.8) 86 +9(-3.3+0.0) 85+6(0+5.8)

T30min 85+7(-2.4+4.3) 84+12(-6.6+0.1) 84+6(-1.4+7.2)

T60min 80+ 7(-8.8 £4.0) 86+ 11 (-4.4+0.0) 83+7(-2.4+7.0)

Renal blood flow (mL/min) <0.0001

TO (baseline)  0.805 +0.20 0.832+0.21 0.712 £ 0.04

T5min 0.824 +0.15 (3.6 £ 8.0) 1.218 £+0.37 (45.4£15.6) 0.736+0.07 (3.5+9.5)

T5min 0.814+0.17 (1.8 £5.7) 1.104+0.30(32.6 £+ 13.7) 0.64+0.08 (-10.3+9.4)

T15min 0.815+0.13(3.1£9.9)  1.058+0.34(25.7+9.6) 0.634+0.10 (-11.3 + 11.6)

T30min 0.855+0.13 (8.1 +£9.7) 1.06+0.38(25.2+11.8) 0.628 £0.12 (-12.01 £+ 14.6)

T60min 0.947 +0.18 (19.3+14.9) 1.048+0.27 (26.0+14.8) 0.706 +0.15 (-0.74 £ 21.9)

Renovascular resistances (mmHg.mL-1.min) 0.0002

TO (baseline) 114 +27 112 £ 20 123+10

T5min 108 £ 22 (-4.4 + 6.5) 75+22(-34.0 £ 8.4) 119 +12 (-2.6 + 10.3)

T5min 111 +27 (-2.2 + 6.6) 83+21(-26.1+8.1) 137 £21 (11.5 + 13.8)

T15min 111+21(-1.9+6.2) 87 £22(-22.8 £ 6.5) 139 + 38 (11.7 + 20.8)

T30min 102 + 18 (-9.1+ 7.1) 85+ 24 (-24.7 + 8.6) 143 + 35 (15.9 + 24.8)

T60min 88 +23(-22.4 + 11.9) 86 +20(-23.5 £ 9.0) 126 +33 (2.8 + 25.3)

Supplemental table E1. Effects of dipeptidyl peptidase 3 or procizumab injection on systemic

and renal hemodynamics. DPP3: Dipeptidyl peptidase 3, PBS: Phosphate buffered saline, PCZ:

Procizumab, MAP: Mean arterial pressure, RBF: Renal blood flow, RVR: renovascular

resistances. Data are presented as mean +/- SD.
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PBS (n=10) DPP3 (n=10) PCZ (n=10) p
Creatinine (umol/L) 8.1+0.8 8.2+0.7 8.2+0.5 0.93
Urea (mmol/L) 73+1.1 7.6+0.6 7.1+0.6 0.39
Sodium (mmol/L) 146.5+35 1483 +3.0 146.1+5.4 0.48
Osmolality (mOsm/kg H20) 303.2+9.1 304.4+5.7 299.2+7.8 0.30
Total proteins (g/L) 46.8+1.8 47.7 £1.7 454 +3.0 0.09

Supplemental table E2. Markers of renal function and sodium and water homeostasis 24 hours

after PBS, DPP3 or PCZ administration. Comparisons were made using ANOVA.
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4.3 Discussion

Dans ce travail, nous avons montré que l'administration de DPP3 humain purifié a la
souris entraine une baisse des résistances rénovasculaires responsable d’'une augmentation
du débit sanguin rénal alors que la pression artérielle systémique n’est pas affectée
significativement. De plus, I'administration de DPP3 est associée a une diminution de la
vasoréactivité systémique et rénale en réponse a I'angiotensine Il. Nous avons démontré que
I'effet rénovasculaire de DPP3 était di a diminution de la stimulation d’AT1R a la suite du
clivage des angiotensines Il, Il et IV. De plus, 'administration de DPP3 s’accompagne d’un
relargage de catécholamines endogénes responsable du maintien de la pression artérielle

malgré le clivage de peptides vasoconstricteurs.

Le principal point fort de ce travail est l'utilisation systématique de techniques de
référence. La pression artérielle a été mesurée de maniére invasive, par cathétérisme direct
de l'artére fémorale. De méme le débit sanguin rénal a été mesuré directement par un
débitmetre a temps de vol. Enfin la détermination des concentrations des angiotensines
circulantes a été réalisée selon la technique de référence associant un prélevement rapide sur
inhibiteur de peptidases a une mesure par chromatographie haute performance couplée a la

spectrométrie de masse en tandem 240,

Deux points particuliers, en apparente contradiction avec des résultats préalablement
obtenus nécessitent d’étre discutés.
Premierement, nos données concernant le débit sanguin rénal peuvent paraitre en désaccord
avec les données précédemment acquises sur I'effet rénovasculaire de DPP3. En effet dans le
travail de Deniau et al., I'injection de DPP3 humain purifié s'accompagnait d’une augmentation
progressive de l'index de résistivité supra-rénal qui atteignait un pic a 60 min avant de
retrouver sa valeur basale a 120 min. Lindex de résistivité est calculé selon la formule

suivante :

Vélocité systolique maximale — Vélocité télédiastolique

Index de résistivité = — - -
Vélocité systolique maximale

Linterprétation classique est que cet index reflete les résistances réno-vasculaires. Par ailleurs,

il est souvent supposé que cet index varie en sens inverse du débit sanguin rénal. Selon cette
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interprétation, la mise en évidence d’un débit sanguin rénal augmenté a la suite de
I'administration de DPP3 dans nos expériences apparait discordante avec I'augmentation de
I'index de résistivité constaté dans le travail de Deniau et al., alors méme que la conception
des expérimentations est tres similaire. Plusieurs éléments sont susceptibles d’expliquer cette
discordance apparente :

- Il s’agit de deux techniques différentes d’exploration de I’hémodynamique rénale. Un
des déterminants majeurs de l'index de résistivité est la vélocité systolique maximale. Une
augmentation de la vitesse systolique maximale est compatible avec une artére rénale de
diametre constant et un débit augmenté, ou une diminution du diametre de 'artére rénale
associée a un débit augmenté, ou méme encore un diamétre de l'artére rénale augmenté
associé a une augmentation disproportionnée du débit sanguin rénal. Ainsi, il est logiquement
impossible de savoir si les modifications de l'index de résistivité refletent une vasoconstriction
et une diminution du débit ou une taille de vaisseau inchangée (ou méme augmentée) et une
augmentation du débit (Tublin, Tessler, and Murphy 1999; Wan et al. 2008). Des méthodes de
calcul du débit ont été développées, basées sur l'intégrale temps-vitesse du flux rénal et sur
I'aire de section de |'artére rénale mais la mesure précise de ces variables chez I'animal est
difficile et rend I'estimation du débit sanguin rénal par échographie-doppler peu fiable (Wan
et al. 2008). A l'inverse la mesure directe du débit sanguin rénal a l'aide d’un débitmetre a
temps de vol est une technique fiable et reproductible (Bednarik and May 1995; Dean et al.
1996). Il faut souligner enfin qu’une augmentation du débit sanguin rénal a la suite de
I'administration de DPP3 est cohérente avec le mécanisme mis en évidence : levée de la
vasoconstriction médiée par AT1R secondaire au clivage des angiotensines par DPP3.

- De plus, la cinétique de ces deux variables est différente. Dans nos expériences, le débit
sanguin rénal augmente immédiatement et tend a retrouver une valeur similaire aux contréles
apres environ 30 min. Dans le travail de Deniau et al., une augmentation détectable de I'index
de résistivité n’est constatée qu’a 60 minutes de I'injection de DPP3. Cette modification tardive
de l'index de résistivité pourrait refléter la réponse compensatrice dont la résultante est le
retour du débit sanguin rénal aux valeurs contréles a 60 min alors méme que le taux
d’angiotensine Il est toujours significativement diminué. Selon cette hypothése, il est
intéressant de constater qu’un prétraitement par labetalol (antagoniste des récepteurs
adrénergique) est associé avec une poursuite de I'effet rénovasculaire de DPP3 a 60 min,

suggérant I'implication des catécholamines endogénes dans cette réponse compensatrice.
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Deuxiemement, les travaux précédents ont mis en évidence une baisse de la fraction de
raccourcissement ventriculaire gauche a la suite de I'administration de DPP3 a la souris,
suggérant, en l'absence de dilatation aigué du ventricule gauche et de variation significative
de la fréquence cardiaque, une valeur stable ou diminuée du débit cardiaque par rapport au
contrdle. Malheureusement, nous n’avons pas pu mesurer simultanément débit cardiaque et
débit sanguin rénal au cours de nos expériences, pour des raisons logistiques.

Néanmoins, I'augmentation du débit sanguin rénal observé dans notre expérience n’est pas
incompatible avec une stabilité ou méme une baisse du débit cardiaque. En effet, une baisse
sélective ou préférentielle des résistances rénovasculaires est susceptible, par un effet de vol
vasculaire, d'augmenter la fraction du débit systémique recu par les reins. Ainsi le débit local
augmenterait dans certaines régions et varierait en sens inverse dans d’autres régions de
I'organisme. Une telle redistribution du débit a déja été mise en évidence lors de la modulation
du SRAA. Ainsi, chez ’homme sain, 'administration d’angiotensine Il a une dose > 5 ng/kg/min
est associée a une baisse du débit sanguin rénal, alors que le débit musculaire augmente, y
compris lorsque la dose d’angiotensine Il est suffisante pour entrainer une réduction du débit

cardiaque par augmentation de la postcharge 241242,

La principale limite de ce travail est I'absence de validation de ces observations dans
un modele d’insuffisance circulatoire établie. Nos résultats permettent néanmoins de

souligner plusieurs variables d’intérét en vue de I'investigation d’un tel modéle.

En conclusion, ce travail confirme l'implication de cDPP3 dans le clivage des
angiotensines in vivo ainsi que dans la modulation de I’hémodynamique systémique et rénale.
Il souligne également I'importance des mécanismes de régulation et notamment I'interaction
avec les catécholamines endogenes, responsables du maintien de la pression artérielle lors de

I'administration de DPP3 a la souris.
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5. Modulation du systeme rénine angiotensine par la dipeptidyl peptidase 3
circulante

5.1 Introduction

Le travail précédemment exposé a confirmé le clivage des angiotensines circulantes par
cDPP3 in vivo. Linjection de DPP3 purifié a la souris entraine ainsi une diminution de la
concentration circulante en angiotensine Il, Ill et IV. En revanche, l'angiotensine | — qui n’est

pas un substrat connu de DPP3 — voit sa concentration circulante augmenter.

Nous avons mené des investigations complémentaires pour identifier le mécanisme a
I'origine de cette variation de la concentration circulante d’angiotensine |. Notre hypothése
était que la baisse de la concentration circulante d’angiotensine Il, et dans une moindre
mesure d’angiotensine Ill et IV, était responsable d’un défaut de stimulation d’AT1R, levant le

rétro-controle négatif et déclenchant la sécrétion de rénine par les cellules juxtaglomérulaires.
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To the editor,

A defective angiotensin Il - angiotensin Il type 1 receptor (AT1R) signaling has been
recently suggested to occur in catecholamine-resistant vasodilatory shock and to explain
worsening hypotension and acute kidney injury (1). In such conditions, insufficient stimulation
of the AT1R receptor would trigger renin release by juxtaglomerular cells, via a biofeedback
mechanism (1). This defective angiotensin Il — AT1R signaling is classically attributed to a
reduced angiotensin converting enzyme (ACE) activity in relation with severe shock-associated
(pulmonary) endotheliopathy, leading to an absolute angiotensin Il deficiency. Since ACE
catalyzes the formation of angiotensin Il from angiotensin I, the finding of a high angiotensin
I/l ratio in critically ill patients with catecholamine-resistant vasodilatory shock apparently

supported this hypothesis (2).

In a previous correspondence, we suggested another hypothesis to explain the renin
angiotensin system (RAS) alterations observed during vasodilatory shock. Indeed, high
circulating dipeptidyl peptidase 3 (cDPP3) concentration and activity has been observed in
critically ill patients, notably during circulatory failure (3). In such context, high cDPP3 is
associated with poor outcomes, including a high need of catecholamine support, a high need
for renal replacement therapy and poor survival (4,5). As DPP3 is an enzyme that cleaves
angiotensin Il but not angiotensin |, we suggested that high cDPP3 could recapitulate the
biochemical findings generally attributed to ACE deficiency during catecholamine-resistant

vasodilatory shock (6).

We now provide experimental data to support our hypothesis. The aforementioned
assumptions were tested in 10-week-old anesthetized C57BI6/J mice in which high circulating
DPP3 was artificially induced by an intravenous bolus of purified human DPP3. Fifteen minutes
after injection, DPP3-injected mice had significantly lower angiotensin 1l (20.95 + 15.26 vs
62.39 + 44.64, p=0.005) and higher angiotensin | (194.99 + 108.78 vs 93.97 + 48.95, p=0.02)
concentrations leading to a higher angiotensin I/Il ratio (10.47 + 3.57 vs 1.74 + 0.59, p<0.0001),
in comparison with phosphate buffered saline-injected mice. Additionally, plasma renin
activity was increased in DPP3-injected mice (9371 + 5225 vs 4176 + 1394, p<0.0001). As by
design, plasma renin activity depends both on active renin and angiotensinogen
concentrations, the above-mentioned result was confirmed using a more standardized assay

on plasma samples with addition of exogenous angiotensinogen termed plasma renin
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concentration (7). The plasma renin concentration assay led to similar results with a strong
correlation between the two methods (r=0.941, p<0.0001), thus confirming that the increase
in plasma renin activity was due to renin release. Notably, aldosterone concentration did not
significantly differ between PBS- or DPP3-injected mice possibly due to the short time interval
between DPP3 injection and sampling (table 1). Taken together, our data suggest that
insufficient AT1R stimulation secondary to DPP3-mediated angiotensin Il cleavage triggered
renin release, ultimately leading to increased transformation angiotensinogen into angiotensin
| and a higher angiotensin I/Il ratio (figure 1).

More generally, RAS alterations in critically ill patients likely involve multiple
mechanisms, all ultimately leading to insufficient AT1R stimulation and triggering renin
release. This includes:

i Decreased angiotensin Il generation, e.g. due to decreased ACE activity in the
context of shock-associated endotheliopathy or due to the premorbid use of ACE inhibitors
(2).

ii. Excessive angiotensin Il degradation by peptidases which activity increases
during shock, e.g. DPP3

iii. Unavailability of membrane-bound AT1R receptor either secondary to
decreased synthesis induced by over production of nitric oxide and pro-inflammatory
cytokines; or to receptor internalization (8—10) .

In summary, our study demonstrated that high cDPP3 rapidly and markedly alter the
RAS in normal mammals, suggesting an important role of high circulating DPP3 in
catecholamine-resistant vasodilatory shock. Our study further confirms that the ang I/l ratio

should not be systematically interpreted solely as a marker of ACE activity.
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Table 1. Renin angiotensin system evaluation following DPP3 administration to mice.

PBS DPP3 p
(n=10)* (n=10)*

cDPP3 activity (U/L) 70.43 £ 28.14 68770.55 + 4225.62 <0.0001
Angiotensin | (pmol/L) 93.97 + 48.95 194.99 + 108.78 0.02
Angiotensin Il (pmol/L) 62.39 + 44.64 20.95 + 15.26 0.005
Plasma renin activity 4176 £ 1394 9371 £ 5225 <0.0001
(Ang | pmol/L.h-1)

Plasma renin concentration 76 + 32 146 + 38 0.0007
(Ang I nmol/L.h-1)

Aldosterone (pmol/L) 778 + 198 723 + 248 0.59

Variables are expressed as means * SD. The normality of distributions was assessed using the
Shapiro-Wilk test and comparison between groups was performed using the Welch's test or
the Mann-Whitney test as appropriate. *Due to the large volume of plasma needed and the
necessity to sample in presence of a cocktail of peptidase inhibitor for angiotensin peptides
determination, two different (satellite) groups of 10 mice were used for each condition: One
for angiotensin peptides and another for aldosterone, plasma renin activity, plasma renin

concentration and cDPP3 activity. cDPP3: circulating dipeptidyl peptidase 3.

Angiotensinogen

Figure 1. high cDPP3 triggers a compensatory renin release. DPP3-mediated angiotensin Il
cleavage (1) leads to decreased AT1R agonism triggering renin release by the juxtraglomerular
cells (2). Renin then cleaves angiotensinogen, leading to increased angiotensin | (3). DPP3:

Dipeptidyl peptidase 3. AT1R: Angiotensin Il type 1 receptor.
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5.3 Discussion

Les investigations menées démontrent qu’un relargage de rénine est responsable de
l'augmentation de la concentration circulante d’angiotensine | a la suite de l'injection de DPP3
purifié a la souris. Ce relargage de rénine est vraisemblablement secondaire a la levée de
I'inhibition médiée par AT1R au niveau des cellules juxta-glomérulaires en raison de la baisse
de la concentration circulante d’angiotensine II.

Ces résultats confirment notre hypothése initiale 2*3. Ainsi, une concentration importante de
cDPP3 reproduit les anomalies caractéristiques du SRAA retrouvée chez les patients
présentant une insuffisance circulatoire a prédominance distributive : concentration ou

activité rénine élevée et élévation du ratio angiotensine | / angiotensine Il $°>197
Plus largement, la dégradation de I'angiotensine Il par des peptidases comme cDPP3

s’inscrit comme I'un des mécanismes potentiels aboutissant a un défaut de stimulation d’AT1R

au cours de I'insuffisance circulatoire.

141



Discussion générale

Au cours des travaux présentés, nous avons montré que les hautes concentrations de
cDPP3 étaient plus particulierement retrouvées chez les patients ayant une insuffisance
circulatoire. Nos travaux ont permis d’étendre I'association entre une concentration de cDPP3
élevée et la mortalité, initialement décrite au cours du choc cardiogénique ischémique, du
choc septique et de l'insuffisance circulatoire associée aux brilures graves aux patients
souffrant de choc hémorragique et de choc cardiogénique de cause non ischémique. Dans
cette derniére situation, la concentration de cDPP3 initiale et sa variation au cours des
premiers jours de prise en charge est également associée aux recours aux supports d’organes,
particulierement aux supports cardiovasculaires (vasopresseurs, inotropes et/ou assistance
circulatoire mécanique transitoire) et a [I‘épuration extra-rénale. Sur un plan
physiopathologique, nous avons confirmé in vivo le clivage des angiotensines circulantes par
de hautes concentrations de cDPP3. Chez la souris, ce clivage se traduit par une augmentation
du débit sanguin rénal sans modification de la pression artérielle en raison du relargage de

catécholamines endogéenes.

Ces travaux confirment le rbéle pronostique de cDPP3 au cours de linsuffisance
circulatoire mais plus encore démontrent le réle actif de cDPP3 dans la genese et I'entretien

de l'insuffisance circulatoire et de ses conséquences rénales.

Concernant les propriétés pronostiques de cDPP3, nous avons établi qu’elles sont
vraies quelle que soit la cause de linsuffisance circulatoire. De plus, la persistance de
concentrations élevées au cours des premiers jours de prise en charge en réanimation est
associée a un pronostic particulierement défavorable et notamment a une mortalité a court
terme tres élevée, de I'ordre de 74% dans notre travail s’intéressant au choc cardiogénique.
Les données de nos études expérimentales suggérent qu’une concentration et donc une
activité de cDPP3 qui demeure élevée est associée a des perturbations biochimiques
perpétuant les dysfonctions d’organe en affectant négativement le tonus vasculaire, la
contractilité myocardique ou encore ’hémodynamique rénale °!. Alternativement, étant
donné la demi-vie courte de DPP3 dans la circulation (20 a 70 min), la persistance de
concentrations élevées pendant plusieurs jours signe la persistance du stimulus a l'origine de

la libération de DPP3 124151 |3 nature de ce stimulus est inconnue a ce jour mais certains
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travaux ont souligné l'association a la mort cellulaire, suggérant que le relargage de DPP3
puisse étre le témoin d’une hypoperfusion tissulaire persistante 24,

Il est intéressant de souligner que dans notre travail ainsi que dans les travaux précédents
s’intéressant a la cinétique de cDPP3, peu de patients ayant une concentration sous le seuil
critique voient leur concentration augmenter dans les premiers jours : 6% dans notre travail
consacré au choc cardiogénique, 6% dans le travail de Blet et al., consacré au choc septique
152 En franc contraste, plus de la moitié des patients ayant une concentration initialement
élevée conservent une concentration élevée dans les premiers jours, associée a un pronostic
sombre. Cette observation souligne la forte valeur prédictive négative pour une évolution
défavorable quand la concentration de cDPP3 est sous le seuil critique. Ceci suggéere aussi que
cDPP3 puisse étre utilisé comme un biomarqueur d’enrichissement dans des essais évaluant
des stratégies thérapeutiques alternatives pour sélectionner une population a plus haut risque

d’évolution défavorable.

Sur le plan expérimental, nos données confirment qu’une concentration élevée de
cDPP3 est responsable du clivage excessif et donc de la diminution de la concentration
circulante en angiotensine Il. Nos expérimentations confirment qu’une activité cDPP3 élevée
perturbe le SRAA de maniére similaire a ce qui a été observé chez les patients atteints
d’insuffisance circulatoire distributive, principalement atteints de choc septique °>%°7. Ainsi
cDPP3 participe au défaut de stimulation de AT1R évoqué au cours du choc septique, dont les
principales conséquences sont I'aggravation de I'hypotension artérielle et I'apparition d’'une

insuffisance rénale 1°°

. Il est important de noter que si le clivage de I'angiotensine Il joue
vraisemblablement un rOle majeur, la diminution des concentrations circulantes
d’angiotensine lll et l'angiotensine IV, deux agonistes de AT1R participent probablement
également a I'effet de cDPP3. Leffet de cDPP3 sur les concentrations circulantes d’angiotensine
[l et d’angiotensine IV reflete probablement a la fois un clivage direct mais aussi un défaut de
génération en raison d’une concentration insuffisante du précurseur (angiotensine Il).

A l'inverse, I'augmentation de la concentration d’angiotensine Il chez les souris recevant
I'anticorps inhibant cDPP3 en comparaison aux contréles souligne le role de cDPP3 dans le

métabolisme de |'angiotensine I, y compris pour des concentrations de cDPP3 d’ordre

physiologique.
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Nos expériences mettent en évidence deux conséquences importantes du clivage des
agonistes endogenes de AT1R pour de futurs travaux investiguant le role de DPP3 au cours de
I'insuffisance circulatoire.

Premiérement, le défaut de stimulation de AT1R s’accompagne d’une élévation du débit
sanguin rénal. Comme exposé en introduction, l'effet vasoconstricteur préférentiel de
I'angiotensine Il sur l'artériole efférente est responsable d’'une modulation de la pression de
filtration glomérulaire et, toutes choses égales par ailleurs, du DFG. La perte isolée de la
vasoconstriction médiée par AT1R ne semble pas suffisante pour entrainer de modifications
détectable du DFG chez I'animal ou ’lhomme sain %9244, Ainsi, 'absence de modification du
DFG dans nos expériences pourrait refléter I'intégrité des mécanismes de compensation
endogeénes et/ou la brieveté des modifications hémodynamiques induites par un bolus unique
de DPP3. En revanche, en situation d’insuffisance circulatoire ou I’élévation de DPP3 est
soutenue et les mécanismes de régulation souvent altérés, des conséquences fonctionnelles
pourraient apparaitre.

Deuxiemement, dans notre expérience la pression artérielle n’est pas affectée par
I'administration de DPP3 en raison d’un relargage de catécholamines endogénes. En effet, un
effet hypotenseur n’est démasqué que lors du blocage adrénergique obtenu par le labetalol.
En situation d’insuffisance circulatoire, deux scenarios sont envisageables. Si la stimulation
sympathique est déja maximale, le relargage de DPP3 pourrait étre associé avec une
majoration de I’hypotension. Alternativement, la pression artérielle pourrait étre maintenue
au prix d’'une stimulation sympathique accrue et donc potentiellement d’'une majoration des
effets indésirables associés aux catécholamines au cours de linsuffisance circulatoire :
consommation en oxygéne accrue, risque augmenté d’arythmie, toxicité myocardique directe,

immunosuppression et croissance bactérienne facilitée >37,

Principales limites des travaux présentés :

Dans nos travaux cliniques, il n’a pas été possible d’étudier avec précision la relation
entre la concentration de cDPP3 ou ses variations dans le temps et le phénotype de
I'insuffisance circulatoire. Ainsi I'absence de données hémodynamiques précises n‘a pas
permis de déterminer si I'élévation de cDPP3 était particulierement associée a un mécanisme
prédominant. La relation mise en évidence entre cDPP3 et le clivage des angiotensines pourrait
laisser supposer une plus grande importance du phénoméne distributif chez les patients chez

qui la concentration de cDPP3 est élevée.
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En revanche au cours du choc hémorragique ou du choc cardiogénique, le mécanisme
prédominant initialement est différent, respectivement hypovolémique ou cardiogénique. Il
serait intéressant de déterminer si la concentration de cDPP3 est associée avec I'apparition
d’une part distributive et/ou cardiogénique surajoutée.

De plus, la caractérisation précise du phénotype hémodynamique d’une cohorte de patients
en situation d’insuffisance circulatoire associée au dosage de cDPP3 et a celui de ses substrats
connus pourrait permettre de corréler les données hémodynamiques aux variations des
médiateurs moléculaires et de mieux comprendre les mécanismes a l'ceuvre. Cette stratégie
se heurte cependant a de nombreux écueils : la caractérisation fine de I’"hémodynamique
d’une insuffisance circulatoire complexe fait fréquemment appel a des techniques invasives
et/ou laborieuses, difficilement réalisables dans le contexte et 'urgence de la prise en charge
du patient en réanimation. Par ailleurs, la mesure des substrats de DPP3 impose un
prélevement rapide et rigoureux : effectué sur glace sur un tube pré-rempli par un cocktail
d’inhibiteur de peptidases, centrifugé et congelé rapidement par immersion dans l'azote

liquide. Ces contraintes rendent la planification d’une telle étude difficile.

La principale limite de notre travail expérimental est I'absence de validation des
observations dans un modeéle d’insuffisance circulatoire. Si la conception de notre expérience
a permis une investigation précise du mode d’action de DPP3 et du procizumab en
s’affranchissant des effets multifactoriels complexes d’une insuffisance circulatoire, les études
futures devront se concentrer sur des modeles pathologiques plus complexes. En particulier,
nos expériences suggerent l'intérét d’administrer du procizumab pour inhiber cDPP3 et
augmenter les taux d’angiotensine Il circulants mais ne permettent pas d’affirmer un bénéfice
thérapeutique. Une étude dédiée dans un modele d’insuffisance circulatoire est nécessaire.
Au vu des données préliminaires, un modele d’état de choc septique, reproduisant fidelement
les caractéristiques hémodynamiques et fonctionnelles rénales observées au cours du choc
septique humain parait souhaitable 8. Une attention particuliére pourrait étre portée aux
concentrations de catécholamines endogénes et a leurs effets indésirables potentiels,
notamment myocardiques (consommation en oxygene du myocarde, nécrose myocardique,
arythmie) ainsi qu’a I’"hémodynamique et la fonction rénale. Dans une perspective pré-
clinique, un tel modéle devrait bénéficier de conditions de réanimation proches de la prise en
charge du choc septique chez I’lhumain et incluant notamment I'administration titrée d’'une

expansion volémique ainsi qu’une antibiothérapie efficace 24>:2%,
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Par ailleurs, alors que des travaux précédents ont mis en évidence une diminution de la
contractilité myocardique a la suite de I'administration de DPP3 purifié, nos expérimentations
se sont concentrées sur des aspects vasculaires. Ainsi, le mécanisme liant cDPP3 a la
contractilité myocardique reste a identifier avec précision. Il parait peu probable que DPP3
exerce un effet inotrope négatif direct sur le muscle myocardique. Plus probablement,
I'augmentation de l'activité circulante de DPP3 serait responsable du clivage d’un substrat
ayant des propriétés inotropes positives et/ou de la formation d’un produit inotrope négatif.
Langiotensine Il pourrait la aussi étre un substrat candidat de DPP3. En effet, un effet inotrope
de l'angiotensine Il a été mis en évidence chez I'animal bien qu’il reste a démontrer
formellement chez I"'Homme 172173, Alternativement, les enképhalines pourraient étre ce
substrat inotrope 1718, Enfin, il ne faut pas exclure la possibilité que d’autres substrats ou
produits de DPP3 encore non identifiés puissent étre impliqués dans l'effet observé.
L'identification de tels substrats représente un défi technique au vu de la faible taille des
peptides candidats mais pourrait étre envisagée selon une stratégie d’analyse différentielle du
plasma d’animaux chez qui I'activité de 'enzyme est augmentée - via I'administration de DPP3
purifié ; ou inhibée, via I'administration de procizumab. La possibilité d’effets pléiotropes de
DPP3 souleve I'intérét d’un monitoring multimodal associant mesure des fonctions cardiaque,
vasculaire, et notamment des débits sanguins régionaux. Un tel monitorage est difficile a
mettre en place chez le petit animal et le recours a un plus gros animal pourrait s’avérer

intéressant.
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Perspectives générales

Les travaux que nous souhaitons mener dans les prochains temps visent a démontrer
I'intérét clinique de la mesure de cDPP3 et a évaluer l'intérét thérapeutique d’une stratégie
d’inhibition de cDPP3 par un anticorps monoclonal.

Si la valeur pronostique de cDPP3 dans des situations d’insuffisance circulatoire est
maintenant bien établie, I'intérét du dosage au sein d’une stratégie thérapeutique devra étre
évalué de maniére prospective. Ainsi devra étre déterminé si la mesure de cDPP3 permet
d’ajuster la prise en charge pour in fine améliorer le pronostic du patient, en se basant sur des
critéres cliniguement pertinents. A titre d’exemple, cDPP3 pourrait étre extrémement utile
dans I'enrichissement des patients inclus dans les études thérapeutiques dans le contexte du
choc cardiogénique. Ainsi, au cours des dernieéres années, le score de la Society for
Cardiovascular Angiography and Interventions a été utilisé comme critere d’enrichissement
mais méme si ce score a le mérite d’étre le premier a hiérarchiser la sévérité des patients en
choc cardiogénique, chaque classe reste trés hétérogéne 247248, Nous tenterons de démontrer
gue cDPP3 comme critére d’inclusion serait un biomarqueur d’enrichissement idéal pour
sélectionner des patients inclus dans des essais cliniques testant I'orientation précoce vers un
centre de référence, 'utilisation préférentielle d’un vasopresseur (par exemple l'angiotensine

1) voire la mise en place précoce d’une assistance circulatoire mécanique temporaire.

Plus spécifiguement, le role supposé de cDPP3 dans la genése et/ou I'entretien de
I'insuffisance circulatoire suggere I'intérét de son ciblage a visée thérapeutique.
Cette stratégie est en cours d’évaluation dans des modeles porcins d’insuffisance circulatoire,
en collaboration avec le laboratoire expérimental de soins intensifs de 'université libre de
Bruxelles (Dr Antoine Herpain — Pr Taccone). Sont envisagés un modeéle de choc septique ainsi
gu’un modele d’insuffisance circulatoire complexe associant une composante cardiogénique
et une composante distributive a la suite d’un infarctus du myocarde reperfusé.
En parallele, le procizumab, I'anticorps monoclonal humanisé inhibant I'activité de cDPP3
utilisé dans nos expérimentations est actuellement en phase de développement pré-clinique.
Une phase | chez 'Homme devrait débuter en fin d'année 2023.
Les données acquises au cours de ces expérimentations permettront de confirmer I'implication
de cDPP3 au cours de linsuffisance circulatoire, d’évaluer |'efficacité et la sécurité de son

ciblage par le procizumab avant d’envisager une phase clinique thérapeutique chez I'Homme.
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Sur un plan physiopathologique, la relation entre les substrats de DPP3 et les autres
systemes de régulation de la pression artérielle pourrait étre explorée. Dans nos expériences,
le relargage de catécholamines endogénes apparait comme réactionnel a la diminution de la
concentration circulante en angiotensines vasoconstrictrices. Des expériences
complémentaires sont nécessaires pour déterminer si un mécanisme actif, impliquant un

substrat de DPP3 médie le relargage des catécholamines.

Enfin, le mécanisme aboutissant au relargage de DPP3 dans le plasma au cours de
I'insuffisance circulatoire demeure inconnu. Si le réle de la mort cellulaire induite par
I'ischémie est une hypothése crédible, des explorations complémentaires sont nécessaires

pour la confirmer et déterminer les mécanismes en jeu.
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Conclusion générale

Au cours des travaux présentés, nous avons montré que I'élévation de la concentration
de cDPP3 était plus particulierement retrouvée chez les patients souffrant d’insuffisance
circulatoire. Lassociation entre une concentration de cDPP3 élevée et la mortalité a été
confirmée et étendue aux patients souffrant de choc hémorragique et de choc cardiogénique
de cause non ischémique. Sur un plan physiopathologique, le clivage des angiotensines
circulantes par de hautes concentrations de cDPP3 a été confirmé in vivo. Chez la souris, ce
clivage se traduit par une augmentation du débit sanguin rénal tandis que la pression artérielle
n‘est pas affectée de maniere significative, en raison du relargage de catécholamines
endogenes. Ces travaux permettent une meilleure compréhension du role potentiel de cDPP3

dans la genese et I'entretien de l'insuffisance circulatoire humaine et ouvrent la voie a son

ciblage.
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Annexes

Annexe 1. The renin-angiotensin-aldosterone in septic shock

The renin-angiotensin-aldosterone system in septic shock

Adrien Picod, Bruno Garcia, Antoine Herpain, Alexandre Mebazaa, Feriel Azibani

Abstract

Recent years have seen a resurgence of interest in the renin-angiotensin-aldosterone system
among critically ill patients. Emerging data suggest that this vital homeostatic mechanism,
which plays a crucial role in maintaining systemic and renal hemodynamics during stressful
conditions, may be altered in septic shock, ultimately leading to impaired angiotensin Il -
angiotensin Il type 1 receptor signaling. Indeed, available evidence from both experimental
models and human studies indicates that alterations in the renin-angiotensin-aldosterone
system during septic shock can occur at three distinct levels: 1. Impaired generation of
angiotensin Il, possibly attributable to defects in angiotensin-converting enzyme activity; 2.
Enhanced degradation of angiotensin Il by peptidases; and/or 3. Unavailability of angiotensin
Il type 1 receptor due to internalization or reduced synthesis. These alterations can occur
either independently or in combination, ultimately leading to an uncoupling between the
renin-angiotensin-aldosterone system input and downstream angiotensin Il type 1 receptor
signaling. It remains unclear whether exogenous angiotensin Il support can adequately
address all these mechanisms, and additional interventions may be required. These
observations open a new avenue of research and offer the potential for novel therapeutic
strategies to improve patient prognosis. In the near future, a deeper understanding of renin-
angiotensin-aldosterone system alterations in septic shock should help to decipher patient

phenotypes and inform the development of targeted interventions.
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Abbreviations

RAAS: Renin-Angiotensin-Aldosterone System
(P)RR: (Pro-)Renin Receptor

ACE: Angiotensin-Converting Enzyme

AT1R: Angiotensin Il, Type 1 Receptor

AT2R: Angiotensin Il, Type 2 Receptor

DPP3: DipePtidyl Peptidase 3

AT4R: Angiotensin IV receptor

IRAP: Insulin-Regulated AminoPeptidase
ACE2: Angiotensin-Converting Enzyme

NEP: Neprilysin/neutral endopeptidase
MRGD: MAS-related G-protein-coupled D receptor
AKI: Acute kidney injury

ATRAP: AT1R-Associated Protein

ARAP1: AT1R-Associated Protein 1
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Introduction

Septic shock represents the most severe form of sepsis. Septic shock is characterized by
“profound circulatory, cellular, and metabolic abnormalities” and associated with high
mortality (1). Vasodilation is the primary feature of sepsis-associated circulatory failure,
although a component of hypovolemia and/or myocardial depression is often present.
Accordingly, vasopressor support is the cornerstone of the symptomatic management of septic
shock and relies on the use of norepinephrine on the frontline and vasopressin as a second
line agent (2). More recently, the use of angiotensin Il has been suggested for catecholamine-
refractory vasodilatory shock, mostly of septic origin. The renin-angiotensin-aldosterone
system (RAAS) is a complex homeostatic system with implication in numerous biological
processes, with blood pressure maintenance and sodium homeostasis at the forefront. While
overactivation of this system has been well-documented in chronic cardiovascular and kidney
diseases, leading to a detrimental cycle of excessive vasoconstriction, sodium retention, and
maladaptive repair, it is essential to remember that the RAAS primarily acts as a compensatory
mechanism to cope with acute aggression. Accordingly, its integrity is crucial to maintain
hemodynamics during circulatory stress. Recent data nevertheless suggest that this
homeostatic mechanism is altered during the course of septic shock with potential therapeutic
implications.

Beginning with a comprehensive overview of the RAAS and its role in maintaining homeostasis,
this concise translational review aims to summarize the available evidence regarding RAAS
alterations during septic shock, and to discuss the consequences and potential therapeutic
strategies. Importantly, a predominant vasodilatory component of circulatory failure could be
encountered in other conditions than septic shock such as extensive burns, severe pancreatits
of post-cardiopulmonary bypass circulatory failure. However, most gathered evidence pertains
to septic animal models and patients. Accordingly, our focus remains within the septic shock

context.

Overview of the RAAS

The renin-angiotensin-aldosterone system is a complex network of over thirty peptides,
enzymes, receptors, and associated proteins (Figure 1). The formation of all RAAS effector
peptides occurs through the sequential proteolytic cleavage of angiotensinogen, also known
as the RAAS proteolytic cascade. Angiotensinogen is an oa-glycoprotein produced by

hepatocytes and cleaved by renin to generate the inactive decapeptide angiotensin I. Renin is
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an enzyme produced by the juxtaglomerular cells of the kidney with two modes of secretion:
A constitutive release of an inactive or pro-renin form; and a regulated pulsatile release of
active renin, influenced by various stimuli, most notably a drop in renal perfusion pressure, a
low salt intake or the activation of the sympathetic nervous system (Figure 2). This finely tuned
regulation of renin secretion operates within minutes ensuring precise and timely adjustment
of RAAS input and its downstream effects. A slower induction of angiotensinogen synthesis
and secretion occurs in response to multiple stress factors such as glucocorticoids, cytokines
(interleukine-1 and -6, interferon-y, tumor necrosis factor a), estrogens, triiodothyronine and
angiotensin Il (via a positive feedback loop), maintaining a sufficient substrate supply during
prolonged stress conditions (3).

Currently, there is no evidence supporting the in vivo conversion of circulating pro-renin into
to renin. However, this aspect remains relatively underexplored (4). Conversely, the binding of
pro-renin to a membrane receptor known as the (pro-)renin receptor (PRR) leads to the non-
proteolytic activation of pro-renin and allows the local generation of angiotensin | (4).

The inactive peptide angiotensin | is subsequently cleaved into the principal RAAS effector: the
octapeptide angiotensin Il by the action of the angiotensin-converting enzyme (ACE). This
enzyme exists in two forms: a membrane-bound form, mainly expressed by pulmonary
endothelial cells, and a soluble or circulating form. Importantly, data from the literature
suggest that, at least in physiological circumstances, most of the conversion activity is carried
out by membrane-bound ACE, quantitatively more important (5). Angiotensin Il exerts its
effect via the angiotensin Il, type 1 receptor (AT1R), mediating vasoconstriction, cell
proliferation, pro-fibrotic and pro-inflammatory signals, as well as stimulating aldosterone
release from the adrenal gland. Additionally, AT1R stimulation on juxta-glomerular cells
inhibits renin secretion, in a negative biofeedback mechanism. Another receptor, termed the
angiotensin Il type 2 receptor (AT2R) elicits opposite effects. Angiotensin Il is further cleaved
into angiotensin Il by aminopeptidase A and subsequently into angiotensin IV by
aminopeptidase N. Alternatively, angiotensin Il can be directly cleaved into angiotensin IV by
dipeptidyl peptidase 3 (DPP3). Angiotensin Il binds to AT1R and AT2R with similar affinity as
angiotensin Il, thereby producing similar effects, albeit with faster clearance (6). Angiotensin
IV also exhibits low-affinity binding to angiotensin Il receptors but also possess a specific
receptor initially referred to as the angiotensin IV receptor (AT4R) and later identified as the
insulin-regulated aminopeptidase (IRAP), a transmembrane aminopeptidase. Binding of
angiotensin IV inhibit the enzymatic activity of IRAP, thereby extending the half-life of its

natural substrates such as oxytocin or vasopressin (7,8).
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III

Alongside this well-established “classical” RAAS, a newly recognized “alternative” system has
recently been brought to light. Entry into this alternative system can occur at various level. An
ACE homolog called angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) allows the formation of
angiotensin 1-9 from angiotensin | or angiotensin 1-7 from angiotensin Il. Additionally,
angiotensin 1-7 can be generated by prolyl peptidases from angiotensin Il or directly from
angiotensin | by neprilysin (NEP) also known as neutral endopeptidase. However, the
respective contributions of these enzymes to angiotensin 1-7 generation remain poorly
investigated. ACE catalyzes the formation of angiotensin 1-7 from angiotensin 1-9 and further
converts it into angiotensin 1-5. The two primary effectors of this “alternative” system,

angiotensin 1-7 and angiotensin 1-5 mediate vasodilatory, natriuretic, anti-fibrotic and anti-

inflammatory effects through activation of the MAS receptor (9).

Finally, more recent investigations have unveiled the existence of a third group of RAAS
peptides known as alatensins. These peptides differ from the previously described ones by the
presence of an alanine in the N-terminal position, rather than an arginine. Thus far, two
members of the alatensin family have been identified in vivo: angiotensin A or alal-
angiotensin I, and alamandine or alal-angiotensin 1-7. Angiotensin A acts as a ligand for both
AT1R and AT2R while alamandin exerts its effects through the MAS-related G-protein-coupled
receptor D (MRGD) (10,11). It is conceivable that future research may uncover additional

members of the alatensin family in the years to come (12).

Overall, the classical RAAS could is generally associated with vasoconstrictive, pro-fibrosis, and
pro-inflammatory effects, while the alternative RAAS act as a counter-balancing system,
mediating vasodilatory, anti-fibrosis, and anti-inflammatory effects. The alatensins represents
an intermediate system with angiotensin A resembling angiotensin Il and alamandine
resembling angiotensin 1-7. However, due to the rapid conversion of angiotensin A into
alamandine, the overall impact effect of the alatensin system tends to resembles that of the
alternative RAAS (10,11). It is important to note that this dichotomy mainly arises from
observations and experiments conducted in chronic settings that may not accurately reflect
acute conditions such as circulatory failure. Furthermore, the same peptide can yield different
effects depending on the receptor it interacts with (e.g., angiotensin Il via AT1R or AT2R)
suggesting that the modulation of respective receptor abundance in acute situations may act

as a potential modifier of the net peptide action.
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Current understanding of the RAAS during shock

The RAAS as a compensatory mechanism during circulatory stress

There is a distinct contrast between physiology and pathology regarding RAAS dependency. In
purely physiological settings, when salt intake is sufficient and the blood pressure maintaining
systems are intact, RAAS integrity appears to be non-essential. For instance, under such
conditions, the administration of a renin antagonist or an AT1R antagonist leads to minimal
short-term hemodynamic effects in awake healthy animals and humans (13,14). It is worth
noting that in the same conditions, an ACE inhibitor results in a significant reduction in blood
pressure because ACE catalyzes the degradation of bradykinin, a potent vasodilator (14).
Conversely, the RAAS assumes a pivotal role in stress conditions by facilitating the maintenance
of blood pressure primarily through the vasoconstrictive and anti-natriuretic actions of
angiotensin Il, as well as angiotensin ll-induced secretion of aldosterone, potentiating sodium
reabsorption. Therefore, prior sodium depletion unmasks the hypotensive effect of AT1R
antagonist in healthy humans (15). Patients taking RAAS inhibitors are more likely to
experience general anesthesia-induced hypotension (16). In this specific context, it has been
elegantly demonstrated that the major systems of blood pressure regulation, namely, the
sympathetic system, the vasopressinergic system and the RAAS, are intricately interconnected
and capable of compensating for the dysfunction of one another. However when all three
systems are compromised, life-threatening hypotension occur (17). The close interconnection
between these three systems is further emphasized by the evidence of synergy among them.
For instance, the vasoconstrictive response to angiotensin Il is enhanced in presence of

norepinephrine or vasopressin (18,19).

The short-term effects of RAAS on glomerular function relies both on the modulation of renal
perfusion pressure, but also on a differential action on the two vascular poles of the
glomerulus. Angiotensin Il predominantly induces vasoconstriction of the efferent glomerular
arteriole rather than of the afferent arteriole. Consequently, the loss of AT1R-dependent
vasomotor tone tends to lower glomerular capillary pressure, resulting in a decrease of
glomerular filtration rate (20). In healthy animals and humans, these hemodynamic alterations
typically do not translate into significant functional changes. Thus, the administration of an

AT1R antagonist to healthy mice or humans does not affect glomerular filtration rate. (21,22).
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However, in a situation of aggression, the use of RAAS inhibitor precipitates the reduction of

glomerular filtration rate (20).

Animal models of septic shock have provided compelling evidence regarding the crucial role
of RAAS integrity in maintaining systemic and renal hemodynamic. Thus, administration of
RAAS inhibitors has been associated with worse systemic hemodynamic and increased severity
of acute kidney injury (AKI) in experimental septic shock (23,24). It is noteworthy that in the
early stage of experimental and human sepsis-associated AKI, the decline in glomerular
filtration rate is associated with elevated renal blood flow and reduced renovascular
resistances (25). This decoupling between flow and glomerular filtration may be explained by
a preferential efferent arteriole vasodilation, resulting in the loss of post-glomerular resistance
leading to decreased glomerular capillary pressure and ultimately a reduction in glomerular
filtration rate (figure 3). While numerous factors have been implicated in the genesis of
vasodilation during sepsis, the preferential involvement of the efferent arteriole suggest that
angiotensin Il — AT1R signaling inadequately opposes these vasodilating substances. In
experimental models, angiotensin Il restores renal blood flow to control levels and is
associated with improved glomerular function (24,26). Another hypothesis that may explain
the hemodynamic profile of sepsis-associated AKI is the opening of periglomerular shunts.
Although the existence of such shunts has been demonstrated in healthy animals, their role in
human sepsis-associated AKI remains to be established (27). Nevertheless, in the presence of
a shunt, a decreased in efferent resistance such is likely to favor the shunt, with the blood flow
following the path of least resistance (figure 3). The observation of minimal histologic changes
in early sepsis-associated AKI suggests that hemodynamic alterations play a significant role in

renal function impairment (24,28).

RAAS alterations during septic shock

Current evidence suggest that this crucial compensatory system may falter in the context of
septic shock. In critically ill patients, elevated renin concentration has been associated with
lower blood pressure, a higher incidence of major adverse kidney events, and increased
mortality rate and (29-31). During catecholamine-resistant vasodilatory shock, mostly of
septic origin, high renin concentration correlates with high circulating angiotensin |

concentrations (30). However, this contrasts with normal or low circulating angiotensin Il
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concentrations (30,32), resulting in a high angiotensin | / angiotensin Il ratio which has been
associated with increased mortality (32).

All factors considered, the angiotensin | / angiotensin Il ratio exhibits an inverse correlation
with ACE activity (33). Consequently, the constatation of a high ratio in critically ill patients has
led to the attribution of the observed alterations primarily to an ACE deficiency (30,32).
Indeed, decreased ACE activity have been found in patients with acute lung injury, consistent
with the dominant pulmonary expression of ACE and suggesting a predominant role of sepsis-
associated (pulmonary) endotheliopathy (34-36). Additionally, impaired ACE activity could be
linked to the presence of circulating ACE inhibitors (37,38). Importantly, a defect of ACE activity
also leads to bradykinin accumulation, further worsening vasoplegia (33).

However, several mechanisms may be intertwined in RAAS alterations during septic shock
(Figure 4). In addition to a decreased generation of angiotensin I, enhanced degradation of
angiotensin Il by peptidases; and/or the unavailability of AT1R could also contribute to
defective signaling. Early experiments already demonstrated the progressive rise of plasma
angiotensinase activity during endotoxemic shock, in dogs (39). To date, the majority of
evidence pertains to increased concentration and activity of circulating DPP3. This enzyme
hydrolyses angiotensin Il but not angiotensin |, resulting in an elevated angiotensin | /
angiotensin Il ratio (40). Interestingly, both the baseline concentration and kinetics of
circulating DPP3 are associated with outcome during sepsis (41,42). Other enzymes capable of
degrading angiotensin Il include ACE2. Notably, ACE2 exhibits a higher affinity for angiotensin
Il than angiotensin | thus, suggesting that an increase in ACE2 activity could theoretically lead
to an elevated angiotensin | / angiotensin Il ratio (43). However, no study has specifically
investigated ACE2 activity in the context of human or experimental septic shock. Other
angiotensin ll-degrading enzymes may also be implicated such as prolyl oligopeptidase or
prolyl carboxypeptidase (44). Aditionnally, it is worth noting that NEP cleaves angiotensin |l
and could theoretically by-pass ACE by generating angiotensin 1-7 from angiotensin I. Although
the circulating concentration of NEP is increased in critically ill patients (45), such increase is
not associated with prognosis, potentially because concentration and activity are dissociated
during septic shock, likely due to endogenous inhibitors (46,47).

Finally, a reduced sensitivity to angiotensin Il in septic shock models and patients compared to
their healthy counterparts suggests a downstream defect. This impaired signaling could arise
from AT1R unavailability, which may result from AT1R downregulation or reduced synthesis.
The membrane localization of AT1R is known to be modulated by two associated proteins: the

AT1R associated protein (ATRAP), which enhances AT1R internalization, and the AT1R
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associated protein 1 (ARAP1), promoting the recycling of ATIR to the membrane (48,49).
Interestingly, a single nucleotide polymorphism of ATRAP has been associated with increased
ATRAP protein expression in vitro and with increased vasoplegia in patients, as demonstrated
by decreased mean arterial pressure during sepsis and post-cardiac surgery (50). These
findings are further linked to increased mortality of patients presenting such polymorphism
during septic shock (50). Conversely, expression of ARAP1 is downregulated during
experimental endotoxemia or after in vitro exposition to pro-inflammatory cytokines (51).
Furthermore, experimental endotoxemia in Arapl knockout mice suggests that the
downregulation of ARAP1 expression during sepsis contributes to the development of
hypotension by reducing vascular sensitivity to angiotensin Il (51). Additionally, nitric oxide
and pro-inflammatory cytokines may cooperate to decrease AT1R gene transcription (52,53).
Micro-RNA-155, which is overexpressed in both animal and human sepsis, negatively regulates
AT1R transcription, ultimately leading to decreased vasoconstrictive responses to angiotensin

Il (54).

Importantly, the growing utilization of RAAS inhibitors exposes patients to iatrogenic causes of
defective AT1R signaling. For instance, the use of renin inhibitor or ACE inhibitors is likely to
contribute to an insufficient generation of angiotensin Il. Conversely, the use of an angiotensin
receptor blocker reduces sensitivity to angiotensin Il. It is worth noting that some of these
medications have a prolonged half-life and are eliminated through the renal route, exposing

patients to long-lasting alterations.

The aforementioned alterations can occur either in isolation or in combination, leading to an
uncoupling between RAAS input (renine release) and output (AT1R stimulation). Intrigingly,
evidence of such uncoupling can be found in situations of hyperreninemic hypoaldosteronism
described several years ago in a subset of critically ill patients. These patients, despite
consistently elevated plasma renin activity, exhibited abnormally normal or even low plasma
aldosterone concentration. Notably, this profile was more frequently observed in septic shock
patients and was associated with higher incidence of AKI as well as lower survival rates (55—

57).

181



RAAS-targeted therapy

The only RAAS targeted therapy that has advanced to clinical stages in shock is angiotensin Il.
In animal models of septic shock, vasopressor support with angiotensin Il has been associated
with similar systemic hemodynamics compared to norepinephrine (23,58). The use of
angiotensin Il in humans was initially limited to bovine angiotensin Il in cases of refractory
shock (59,60). The development of synthetic human angiotensin Il allowed larger-scale
evaluation.

The randomized controlled trial ATHOS-3 investigated the addition of angiotensin Il or placebo
in 344 patients with catecholamine-refractory vasodilatory shock, predominantly of septic
origin (61). The primary end point, response with respect to mean arterial pressure at hour 3
after the start of infusion (a response was defined as an increase from baseline of at least 10
mm Hg or an increase to at least 75 mm Hg, without an increase in the dose of background
vasopressors), was reached more often in patients randomized to angiotensin Il, compared to
those receiving placebo (69.9% vs 23.4%, p < 0.001). However, there were no significant
difference in secondary outcomes such as the mean change in SOFA score at hour 48, or
mortality at day 7 or 28. Post-hoc analyses suggested that in patients with AKI requiring renal
replacement therapy at study drug initiation, the rate of renal replacement therapy liberation
and 28-day survival were greater in the angiotensin Il group compared to the placebo group
(62). Despite these interesting and biologically plausible findings, the post-hoc nature of the
analysis and the absence of predefined criteria for initiating and discontinuing renal
replacement therapy prevent definitive conclusions. Additionally, in patients with baseline
renin concentration above the median of ATHOS-3 population, angiotensin Il was associated
with a significant reduction in 28-day mortality, compared to placebo (50.9% vs 69.9%, p =
0.012), suggesting the potential use of renin as an enrichment biomarker in future trials.
Despite these encouraging findings, it remains to be prospectively demonstrated that
angiotensin |l is associated with improved patients-centered outcomes such as survival.
Additionally, several questions remain to be answered:

First, it is unclear whether angiotensin Il should be administered in all patients with
vasodilatory shock. Noticeably, the vasopressor response to angiotensin Il is not constant in
vasodilatory shock. In ATHOS-3, 30% of patients randomized to angiotensin Il did not have a
blood pressure response at hour-3 despite the use of large doses (up to 200 ng/kg/min) (61).
Conversely, a hyper-response phenomenon has also been described (63-65). This diversity of

response profile could mirror the diversity of RAAS alterations mechanisms described earlier.
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According to this hypothesis, patients with an isolated angiotensin Il generation defect would
be likely to be hyper-responsive to exogenous angiotensin Il. Conversely, high doses might not
be sufficient in a patient with increased degradation of angiotensin Il and/or AT1R
downregulation. In these latter patients, alternative or complementary strategies might be
necessary. Predictive biomarkers could potentially aid in personalizing therapy. Second, in
ATHOS-3 80.7% of patients had a septic shock. Whether angiotensin Il is of benefit in non-
septic vasodilatory shock remain to be investigated. The molecular mechanisms underlying
RAAS alterations have been primarily described in septic contexts, and the benefit-risk balance
in non-septic situations such as severe pancreatitis, extensive burns or cardiac surgery may
differ. Patients with recent cardiac injuries, may raise concerns, and dedicated studies are
needed to assess the appropriateness of angiotensin Il support in these cases. Third, in ATHOS-
3, more than two thirds of subjects were receiving two or more vasopressors prior to study
drug administration. Additional research is required to determine whether angiotensin I
should be administered as the primary vasopressor or as a secondary or tertiary option.
Evaluating the potential benefits of a primary balanced strategy combining norepinephrine,
vasopressin, and angiotensin Il should also be considered (66).

Finally, the adverse event profile needs further examination. While the rates of adverse events
of special interest were similar between the angiotensin Il and placebo groups in ATHOS-3,
there was a higher incidence of combined arterial and venous thromboembolic events in
patients receiving angiotensin Il (61,67). This observation aligns with the known pro-
thrombotic properties of angiotensin Il and has led to recommendations for

thromboembolism prophylaxis in patients treated with angiotensin Il (68).

Future directions and recommendations for RAAS research

We have attempted to synthesize the available translational evidence regarding RAAS
alterations during septic shock, their consequences, and potential therapeutic strategies.
Nevertheless, further investigation is warranted to gain a comprehensive understanding of
RAAS alterations during septic shock. Notably, investigation of alternative RAAS components
such as ACE2 and angiotensin 1-7 appear critical for unraveling the complex contribution of
RAAS alterations to circulatory failure. Additionally, exploring the temporal aspects of RAAS
alterations throughout the course of disease is essential to inform the selection of optimal
therapeutic approaches at different stages of septic shock. Furthermore, a pressing need exists

to identify distinct patient phenotypes based on RAAS alterations and translate this
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understanding into personalized interventions. To achieve a comprehensive understanding of
the RAAS in septic shock, rigorous research methodologies and adequate experimental models
are indispensable. In this regard, several important points should be highlighted:

Renin measurement alone is insufficient to draw conclusion about the pathophysiological role
of the RAAS in pathological situation. Indeed, high renin can result from appropriate feedback
to an impaired AT1R signaling or from inappropriate activation of the RAAS leading to more
inflammation, oxidative stress and intra-renal vasoconstriction (69). When the aim is to
investigate the role of RAAS in a pathological condition, it is preferable to couple renin with
RAAS peptides measurements and to assess their downstream clinical (e.g., systemic and renal
hemodynamic) and biological (e.g., aldosterone secretion) effects.

Measuring RAAS peptides is challenging and necessitates validated and reproducible
methodology. Such measurements face multiple obstacles including short half-life, low
concentrations, and high sequence similarity of RAAS peptides as well as ex-vivo generation
from circulating angiotensinogen and renin. These pitfalls might be adequately addressed by
sampling on tubes pre-filled with peptidases inhibitors and by the use of modern
measurements methods such as mass spectrometry or immunoassays coupled with liquid
chromatography (70).

To gain a better understanding of the precise mechanism underlying a potential benefit of
RAAS modulation, it is desirable to study not only the initial RAAS picture during shock, but
also how a specific intervention modifies the system. For instance, the benefits associated with
angiotensin Il administration may extend beyond the directly observable AT1R-mediated
hemodynamic effects, involving additional mechanisms. Negative feedback on renin secretion
could reduce pro-inflammatory effects mediated by renin via the PRR (71-73). Other AT1R-
mediated immune effects could participate in pathogen clearance during sepsis (74).
Additionally, exogenous angiotensin Il could exert beneficial effects directly through the AT2R
receptor or after in vivo conversion into alternative RAAS peptides or alatensins (75).

The translation of observations obtained in animal studies to humans must be done cautiously,
given numerous inter-species variations (76). Therefore, whenever possible, these
observations should be validated in several species and, at best, in humans.

From a clinical perspective, the short-term benefit of RAAS modulation should not overshadow
the potential long-term side effects associated with the well-established AT1R-mediated pro-
inflammatory and pro-fibrosis effects. Therefore, especially when planning human trials, long-
term follow-up with vigilant monitoring for adverse cardiovascular and/or renal events is

advisable.
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Conclusion

While the RAAS is crucial to cope with circulatory stress, alterations of this homeostatic system
have been recently demonstrated during septic shock. These observations open a new field of
research and hopefully new therapeutic avenues susceptible to improve patients’ prognosis.
In the next future, a better understanding of RAAS alterations should help to decipher patients’

phenotypes and translate into targeted interventions.
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Figure 1. Overview of the RAAS.

All angiotensin peptides originate from the sequential proteolytic cleavage of
angiotensinogen. For clarity, only peptides with a firmly established biological function are
depicted. The interactions of a given peptide with its receptor(s) are illustrated by the color-
coded dot(s): blue (AT1R), green (AT2R), red (AT4R/IRAP), gray (PRR), purple (MAS) or yellow
(MGRD). In addition to the ligand-receptor interactions depicted, a potential binding of Ang 1-
7 to AT1R at elevated concentrations has been reported, although the biological significance
of this interaction remains uncertain. Ang: angiotensin, ACE: angiotensin-converting enzyme,
ACE2: angiotensin-converting enzyme 2, NEP: neprilysin, DPP3: dipeptidyl peptidase 3, APA:
aminopeptidase A, APN: aminopeptidase N, AD: aspartate decarboxylase. (P)RR: (pro-)renin
receptor, AT1R: angiotensin Il, type 1 receptor, AT2R: angiotensin Il, type 2 receptor, AT4R:

angiotensin IV receptor; MRGD: MAS-related G-protein-coupled D receptor.
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Figure 2. Regulation of renin secretion

Juxtaglomerular cells release renin through exocytosis in response to various stimuli. Systemic
factors such as blood pressure, salt intake, and activation of the sympathetic nervous system
exert their effects, in part, through the mediators described here. At the cellular level, all
molecular mediators that stimulate renin release do so by elevating intracellular cAMP
concentration. Conversely, any stimuli associated with intracellular calcium accumulation
inhibit renin release. cGMP can either stimulate or inhibit renin secretion depending on its
mode of production. Activation of sGC by NO inhibits PDE3 and thus stimulates renin release
through cAMP accumulation. Conversely, activation of mGC-A by ANP or BNP inhibits renin
release. SNS: sympathetic nervous system, NO: nitric oxide, AC: adenylate cyclase, mGC-A:
membrane guanylate cyclase A, sGC: soluble guanylate cyclase, PDE3/4: phosphodiesterase
3/4, ATP: adenosine triphosphate, cAMP: cyclic adenosine monophosphate, GTP: guanosine

triphosphate, cGMP: cyclic guanosine monophosphate.
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Figure 3. Glomerular hemodynamics in health and circulatory failure.

Basal state (A). During circulatory failure characterized by low cardiac output (e.g., cardiogenic
shock), reflex myogenic vasodilation of the afferent arteriole and vasoconstriction of the
efferent arteriole tend to maintain Psc and therefore GFR. When these mechanisms are
insufficient to maintain an adequate Psc, GFR falls down (B). Conversely, during vasodilatory
shock with high cardiac output (e.g., septic shock), preferential vasodilation of the efferent
arteriole could explain the fall in Pgc and therefore GFR decrease despite a high RBF (C).
Additionally, reopening of peri-glomerular shunts could participate in the RBF — GFR
decoupling observed during sepsis-associated acute kidney injury (D). RBF: renal blood flow,

PGC: Glomerular capillary pressure, GFR: Glomerular filtration rate.
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Impaired angiotensin Il — AT1R signaling occur at multiple levels, including: 1. Impaired
generation of angiotensin Il, possibly attributable to defects in angiotensin-converting enzyme
activity; 2. Enhanced degradation of angiotensin Il by peptidases such as circulating DPP3, POP
or PRCP; and/or 3. Unavailability of the AT1R receptor due to internalization or reduced
synthesis under the influence of pro-inflammatory cytokines, NO or miRNA-155. Importantly,
the angiotensin fragments that originate from angiotensin Il cleavage could also mediates their
own biological effects (e.g., angiotensin (1-7) via ACE2, POP or PRCP; angiotensin IV via DPP3).
ACE: angiotensin-converting enzyme. DPP3: dipeptidyl peptidase 3, ACE2: angiotensin-
converting enzyme 2, POP: prolyl olygopeptidase, PRCP: prolyl carboxypeptidase, AT1R:
angiotensin I, type 1 receptor, ARAP1: AT1R-associated protein 1, ATRAP: AT1R-associated

protein. IL-1B: interleukin-1B, TNFa: tumor necrosis factor a, IFN: interferon y, NO: nitric oxide.
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results in single centre trials, such indices
have failed to distinguish themselves in larger
trials. A main reason of this phenomenon is
that these indices present high inter-observer
variability and ultimately fail to dissociate
accurately responders and non-responders
to CRT before implantation.®”

Our study presented limitations. Patients’
sample was tight, factors influencing CRT
response such as presence of scar and lead
placement were not assessed and response
criterion was based solely upon LVESV
reduction. A limitation of the use of echocar-
diography to determine VAC is that the
volume-axis intercept is assumed to be
negligible in comparison to LVESV.* Still, in
our study, response to CRT rate was in
concordance with larger randomized trials
and patients’ characteristics resemble most
closely daily practice.®”

Our work suggests that measurement of
VAC markers such as Ea/Ees or cfPWV/GLS in
addition to standard CRT implantation crite-
ria may provide incremental benefit and these
findings should be evaluated in larger random-
ized studies.
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The CLIP-based mortality
score in cardiogenic shock:
suitable only for cardiogenic
shock?

We read with interest the article by Ceglarek

et al' recently published in the Europ
Heart Journal. The authors described, from
a prospective cohort including 458 patients
admitted for cardiogenic shock (CS) compli-
cating acute myocardial infarction (AMI), a
new routinely available biomarker-based risk
score called CLIP score [acronym of cystatin
C, lactate, interleukin-6 and N-terminal pro
B-type natriuretic peptide (NT-proBNP)
dosed at admission] for 30-day mortality
prediction in CS patients. Internally (from
the CULPRIT-SHOCK trial) and externally
validated (from the IABP-SHOCK Il trial),
the CLIP score was developed to improve
early risk stratification of patients admitted
for CS secondary to AMI, and it includes the
prognostically most important biomarkers
selected by a penalized multivariable logistic
regression technique (Least Absolute Shrink-
age and Selection Operator, LASSO). The
CLIP score yielded a c-statistics for 30-day
mortality of 0.82 [95% confidence interval
(Cl) 0.78-0.86] in internal (n = 458), 0.82
(95% Cl 0.75-0.89) in internal-external vali-
dation (n = 152) and 0.73 (95% C1 0.65-0.81)
in external validation (n = 163). According to
the authors, the main interest of this score
is that each biomarker explores a complex

part of the pathophysiology of CS related to
AMI (lactate for global tissue hypoxaemia,
NT-proBNP as a marker of cardiac wall stress
in congestive heart failure, interleukin-6 as a
proinflammatory cytokine, and cystatin C as
a parameter of renal function and potential
inflammatory biomarker), thus explaining
the rationale for using the CLIP score in
CS related to AMI. Despite existing risk
stratification scores (with clinical and bio-
logical items) in CS, namely the CardShock?
and IABP-SHOCK |l scores,® the authors
developed this new score.

FROG-ICU (French and European Out-
come Registry in Intensive Care Unit,
NCTO01367093) is an international, multicen-
tre, observational cohort study previously
described® including consecutive patients
admitted to intensive care unit (ICU) for
severe diseases, mainly CS, septic shock,
haemorrhagic shock and acute respiratory
failure, and followed up during 1 year after
hospital discharge. The study was conducted
in accordance with Good Clinical Practice
and Helsinki Declaration, and Ethics Com-
mittee approval (Comité de Protection des
Personnes — IRB n. 00003835 and IRB n.
B403201213352) was obtained as per the
French law.® Patients were included from
August 2011 to June 2013. By applying the
formula given by Ceglarek et al. based on the
dosage of cystatin C, lactate, interleukin-6
and NT-proBNP at inclusion, we aimed to
test the ability of the CLIP score to predict
the 30-day mortality from main causes of
ICU admission by calculating the area under
the curve (AUC) of receiver operating char-
acteristic analysis (ROC). Comparisons of
AUC were assessed using DelLong’s method.
In addition, we assessed the 30-day mortality
probability according to CLIP score values at
inclusion, for each cause of admission. Con-
tinuous variables were expressed as median
and interquartile range (IQR). Categorical
variables were expressed as counts and
percentages. A P-value < 0.05 was considered
statistically significant.

In conclusion, the CLIP score is an easy,
reliable and reproductive score During the
study period, 2087 patients, mainly men
(n = 1361, 65%), with a median age of 63
(IQR 51-74) years, were included for CS
(n = 146, 7%), septic shock (n = 488, 23%),
haemorrhagic shock (n = 110, 5%) and
acute respiratory failure (n = 394, 19%).
Other causes of ICU admission were cardiac
arrest (n = 179, 8.6%), traumatic brain injury
(n = 286, 13.7%), post-operative management
(n = 207, 9.9%), traumatism (n = 89, 4.3%),
liver (n = 25, 1.2%) and kidney failure (n = 17,

© 2021 European Society of Cardiology.
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Table 1 Area under the curve for the CLIP score calculated at inclusion
according to the cause of admission in intensive care unit

Overall population
Haemorrhagic shock

Septic shock

Cardiogenic shock

Acute respiratory failure
Other causes of ICU admission

Patients, n AUC (95% CI)
2087 0.72 (0.70-0.75)
110 0.78 (0.67-0.71)
488 0.72 (0.67-0.78)
146 0.76 (0.66-0.86)
394 0.69 (0.61-0.76)
949 0.73 (0.69-0.78)

AUC, area under the curve; Cl, di

interval; ICU,

care unit.

Probability of 30-day mortality
according to the CLIP score at inclusion

©
1

4
@
1

14
»
1

Probability of 30-day mortality
o °
n o
1 1

o
o
L

== Cardiogenic shock (n=146)
~=== Sepfic shock (n=488)
we  Haemorrhagic shock (n=110)
~w== Acute respiratory fallure (n=394)
Other causes of ICU admission (n=949)

04 06 08

" CLIP score at inclusion

Figure 1 Probability of 30-day mortality according to the CLIP score calculated at inclusion
in the FROG-ICU study depending on the cause of admission in intensive care unit (ICU).

0.8%), and others (n = 146, 6.9%). The overall
30-day mortality was 21% (n = 443). Thirty-
day mortality rates for septic shock, CS,
haemorrhagic shock, acute respiratory failure
and other causes of ICU admission were 26%
(n = 129), 24% (n = 35), 24% (n = 26), 21%
(n = 83) and 17.9% (n = 170), respectively.
Table 1 summarizes, for each cause of admis-
sion, AUC of ROC curves. Interestingly, the
AUC of 30-day mortality with the CLIP score
calculated at inclusion of CS patients was not
different [0.76 (0.66—0.86)] from the CLIP
score calculated at inclusion for acute res-
piratory failure [0.69 (0.61-0.76), P> 0.05],
haemorrhagic shock [0.78 (0.67-0.71),
P>0.05], septic shock [0.72 (0.67-0.78),
P> 0.05] and other causes of ICU admission
[0.73 (0.69-0.78), P> 0.05]. The probability
of 30-day mortality based on the CLIP score
at inclusion according to the cause of admis-
sion is depicted in Figure 1. Regardless of the
ICU cause of admission, the higher the CLIP
score at admission, the higher the 30-day
mortality without differences between causes
of admission (P > 0.05).

© 2021 European Society of Cardiology.

Our data show that the CLIP score, a new
risk stratification score based on routine
biomarker dosage at admission initially devel-
oped in CS related to AMI, was associated
with 30-day mortality regardless of the ICU
cause of admission. Indeed, biomarkers used
to build the CLIP score are not specific of
CS and/or AMI and reflect an inflammatory
state (for interleukin-6 and cystatin C), global
tissue hypoxemia (lactate) and organ injury
(cystatin C for the kidney, NT-proBNP for
congestive heart failure). Of interest, lactate
(the more unspecific biomarker included in
the CLIP score) affected the most the pre-
diction. Such mechanisms are likely involved
in most critically ill patients, regardless of
the cause of admission. Other clinically
and biologically relevant scores, namely
the CardShock score? and IABP-SHOCK I
score,? are available for risk stratification and
prediction of short-term mortality specif-
ically in patients admitted for CS (related
to AMI or not) with a good performance.®
However, although there was no significant
difference in the AUC of the CLIP score

at ICU admission according to pathology,
a large variability in AUC (0.69-0.78) was
observed. This may be related to the lack of
sensitivity of the method comparing AUCs,
especially in case of small numbers of patients
by subgroups or low number of events.
Future studies are needed to better evaluate
the precise role of these scores in severe
patients.

useful for prediction of 30-day mortality,
initially described in CS related to AMI as
presented by Ceglarek et al,’ but unspecific as
to the ICU cause at admission and therefore
applicable to all ICU patients.
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Prevalence and outcome

of patients with acute
myocarditis and positive viral
search on

nasopharyngeal swab

Acute myocarditis (AM) is an acute-onset
infl. y heart di with hetero-
geneous clinical presentation, varying from
chest pain to cardiogenic shock.! Viral infec-
tions are believed to be associated with AM
and indeed typical prodromic symptoms/signs
(i.e. fever, flu-like symptoms, sore throat) are
frequently reported in AM patients.’? Respi-
ratory viruses, such as influenza and corona
viruses, identified by real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR) from nasopharyn-
geal swabs, have been increasingly recognized
as AM triggers.>* Nevertheless, no system-
atic study ever investigated the presence of
respiratory viruses in the upper respiratory
airways in AM patients.

We conducted a single-centre, prospec-
tive study to ascertain the prevalence of
respiratory viruses in nasopharyngeal swabs
in consecutive adult patients (>16years)
with AM admitted to the Niguarda Hospi-
tal, Milan, Italy, between January 2018 and
October 2020. We further evaluated differ-
ences in clinical presentation, management

and prognosis between those who tested
positive vs. negative. The Institutional Review
Board (Milano Area 3) approved the study,
and patients signed an informed consent.
A control group of 36 consecutive patients
admitted for other acute cardiac disor-
ders was used as comparator to assess
the prevalence of positive viral genome in
nasopharyngeal swabs in patients without AM
(online supplementary Table S7).

Fifty consecutive patients with clinically
suspected AM and symptom onset within
30 days were enrolled, including patients with

group (P =0.009). In 12/28 patients with
AM (42.9%) undergoing EMB, myocardium
RT-PCR-based viral genome search was per-
formed, yielding positive results in 5 (41.7%)
patients, with parvovirus (PV) B-19 identified
in all cases (two cases with a viral load >500
gEq/pg). Differences between patients who
tested positive vs. negative on nasopharyngeal
swab are reported in Table 7. Coherently
with the presence of respiratory viruses
in the nasopharyngeal mucosa, patients
with positive nasopharyngeal swab had a
higher prevalence of prodromal respiratory

all forms of clinical pr ion from isolated

ymp /signs compared with patients with

chest pain to cardiogenic shock (i.e. fulminant
myocarditis). All had high-sensitivity troponin
T elevation upon admission (median 903 ng/L,
normal value <14 ng/L) and final AM diagno-
sis was confirmed either by endomyocardial
biopsy (EMB) or cardiac magnetic resonance
imaging (CMRI). Median age at presentation
was 34 years, female prevalence was 24.0%
(Table 7). A total of 49 (98.0%) patients
underwent CMRI during hospitalization.
Right ventricular EMB was performed in 28
patients (56.0%) after a median time of 2 days
following admission, and histologic evidence
of myocarditis based on Dallas criteria was
found in 19/28 (67.9%), whereas the diagnosis
of myocarditis based on the European Society
of Cardiology (ESC) criteria® was confirmed
in 26/28 cases (92.9%). Patients without
histology or who did not reach Dallas/ESC
criteria for AM had positive criteria on CMRI;
one patient who did not perform CMRI had
AM confirmed by histology.

All 50 patients underwent nasopharyngeal
swabbing within a median time of 1day
after hospitalization and the specimens were
tested by RT-PCR for the following respi-
ratory viruses: coronavirus [subtypes 229E,
NL63, OC43 and severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) from
March 2020], influenza A and B, metapneu-
movirus, parainfluenza (subtypes 1 to 4),
bocavirus (subtypes 1 to 4), rhinovirus A,
B and C, syncytial respiratory virus (SRV)
A and B, adenovirus and enterovirus. Nine
(18.0%) patients tested positive for a virus on
nasopharyngeal swab. The following viruses
were identified: rhinovirus in four patients (in
1 case associated with influenza B), coron-
avirus in three patients (two subtype 0C43,
and one subtype 229E associated with SRV
A positivity), parainfluenza virus subtype 2
in one case and adenovirus in the other
case. None of the 36 (0%) patients admitted
with acute cardiac disorders other than AM
tested positive for a virus on nasopharyngeal
swab as opposed to 9/50 (18.0%) in the AM

negative nasopharyngeal swab (88.9% vs.
36.6%, P =0.008). Positive patients were
more likely to be female (55.6% vs. 17.1% in
negative patients, P =0.03) and to present
with fulminant forms (55.6% vs. 17.1%,
P =0.03), defined as requiring temporary
mechanical circulatory supports (t-MCS)
and/or inotropes. Accordingly, positive
patients were more likely to receive a t-MCS
compared with negative patients (44.4% vs.
9.7%; P =0.02). There were no significant
differences when comparing other clinical
characteristics including type of presentation,
treatment, use of immunosuppressive ther-
apy, and mortality. Lymphocytic AM was the
most common histologic type in both groups.
Of interest, all patients with a virus detected
on nasopharyngeal swab had a lymphocytic
AM, while detection of PVB-19 genome in
the myocardium was not significantly different
between the two groups.

In conclusion, in the present cohort of AM
patients, the prevalence of viral identification
on nasopharyngeal swab was 18.0%, with
rhinoviruses and coronaviruses detected
in the majority of patients. Nevertheless,
delays in swabbing relative to symptom onset
could have potentially underestimated the
proportion of patients with a viral-induced
AM. Nasopharyngeal swab may thus be a
valuable tool to identify viral triggers in
AM. To reinforce the proposed association
between viral findings on nasopharyngeal
swab and AM, none of the patients with
acute cardiac disorders other than AM tested
positive for a virus. Our findings suggest that
virus-triggered immune-mediated reactions
can play a major role in determining cardiac
injury in a susceptible host with a permissive
genetic background. Acquired knowledge on
myocardial injury in SARS-CoV-2 infection
supports this hypothesis. SARS-CoV-2 may
induce an immune-mediated systemic inflam-
matory resp ining the iated
cardiac injury and possibly explaining the
benefits from corticosteroid therapy.® Of
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Annexe 3. Nomenclature des acides aminés

D’aprés 2,

Acide aminé Code 3 lettre Code 1 lettre
Acide glutamique Glu E
Acide aspartique Asp D

Alanine Ala A
Arginine Arg R
Asparagine Asn N
Cystéine Cys C
Glutamine Gln Q
Glycine Gly G
Histidine His H
Isoleucine lle I
Leucine Leu L
Lysine Lys K
Méthionine Met M
Phénylalanine Phe F
Proline Pro P
Sérine Ser S
Thréonine Thr T
Tryptophane Trp w
Tyrosine Tyr Y
Valine Val v
Autre ou inconnu Xaa X
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Role pronostique et physiopathologique de la dipeptidyl peptidase 3
circulante au cours de l'insuffisance circulatoire

Introduction : L’insuffisance circulatoire est une cause fréquente d’admission en
réanimation, associée a une mortalité importante. Des travaux antérieurs ont démontré
I’association entre une concentration de dipeptidyl peptidase 3 circulante (cDPP3) élevée
et le pronostic a court terme des patients en insuffisance circulatoire. Nous avons fait
I’hypothése que cDPP3 jouait un réle pathologique dans la genése et/ou lI'entretien de
I'insuffisance circulatoire via son activité de clivage de peptides bioactifs, tels que les
angiotensines et les enképhalines.

Méthodes : Deux approches ont été utilisées : 1. Sur le plan clinique, I'association entre
cDPP3 et le pronostic a été analysée dans des populations de patients souffrant
d’insuffisance circulatoire. 2. Sur le plan physiopathologique, les perturbations de
I’hémodynamique systémique et rénale induites par cDPP3 ont été investiguées chez la
souris. La relation entre les perturbations observées et la modulation du systeme rénine-
angiotensine-aldostérone a été examinée.

Résultats : L'analyse des cohortes de patients a permis de confirmer I'association entre
cDPP3 et le pronostic a court terme de I'insuffisance circulatoire. Dans la cohorte FROG-ICU,
une association similaire entre concentration élevée de cDPP3 a l'inclusion et mortalité a
J28 a été observée au cours du choc septique, cardiogénique, ou hémorragique. Dans la
cohorte issue de I'essai ACCOST-HH, une concentration élevée de cDPP3 a l'inclusion était
également associée a la mortalité a J30, a la durée du support cardiovasculaire ainsi qu’au
recours a I’épuration extra-rénale ou a la ventilation mécanique invasive. Les patients chez
qui la concentration de cDPP3 restait élevée a H72 avaient le plus mauvais pronostic. En
comparaison, les patients ayant une concentration initialement haute mais décroissante de
cDPP3 avaient une mortalité significativement réduite, comparable a celle des patients chez
qui cDPP3 restait bas. Les patients dont la concentration de cDPP3 restait basse ou
s’abaissait a H72 nécessitaient moins de supports d’organes. Chez la souris, I'ladministration
de DPP3 purifié est associée a une augmentation significative du débit sanguin rénal alors
gue la pression artérielle n’est que peu affectée. L’administration de DPP3 était associée a
une diminution significative des concentrations circulantes d’angiotensine I, lll et IV en
comparaison au controle. Une expérience de prétraitement par le valsartan a confirmé que
I’effet rénovasculaire de DPP3 était secondaire a la diminution de la stimulation d’AT1R.
L’administration de DPP3 était associée a une augmentation des concentrations circulantes
de catécholamines endogenes. Une expérience de blocage adrénergique par le labétalol a
démontré que ce relargage de catécholamines endogénes expliquait le maintien de la
pression artérielle aprés administration de DPP3.

Conclusion : Ces résultats confirment la valeur pronostique de cDPP3 et confortent
I’hypotheése d’un réle pathologique de cDPP3 au cours de I'insuffisance circulatoire, via son
activité de clivage des angiotensines. L'effet rénovasculaire suggére également I'implication
de cDPP3 dans la genese de la dysfonction rénale associée a linsuffisance circulatoire.
L'inhibition de cDPP3 pourrait ainsi constituer une stratégie thérapeutique au cours de
I'insuffisance circulatoire et devra faire I'objet d’investigations complémentaires.

Mots clefs : Dipeptidyl peptidase 3, insuffisance circulatoire, insuffisance rénale aigué, débit
sanguin rénal, catécholamines, systéme rénine-angiotensine-aldostérone
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