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Quelques rappels de I’histoire des peptides
natriurétiques...

1956 : études expérimentales découvrant que la dilatation atriale entraine
une natriurese (Henry et al. Circ Res, 1956)

1964 : découverte de granules de sécrétion dans les myocytes (Jamieson et al., )
Cell Biol, 1964)

Introduction du concept de coeur « organe endocrinien » (Braunwald et al., AmJ
Med, 1964)

1981 : l'injection d’extraits de cellules atriales entraine chez le rat une diurese
et une natriurése (de Bold et al., Life Sci, 1981) =2 Atrial natriuretic peptide

1988 : un nouveau peptide est isolé dans le cerveau de porc (Sudo et al., Nature,
1988) —> Brain natriuretic peptide

BNP
e
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Une structure en anneau commune importante pour

I’activité physiologique

& ANP

Volume overdoad
{1LA/RA diameater)

)
--i'l' ' | corin/ furin L; NT-pro-BNP
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Pressure overload (
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pro-BNP
Shear stress EE— |
Vasculature © Copyright 2016 Parven Kaur
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D’apres Singh et al., Heart, 2017

28 AA, produit par oreillettes

BNP

32 AA, produit par oreillettes et
ventricules +++

CNP

53 AA ou 22 AA, produit par
I'endothélium vasculaire




La sécrétion des peptides natriurétiques de type B

High (ventricular) filling pressure

Pré-ProBNP
(134aa)
ProBNP (108 aa)
Peptide signal
(26aa)
ProBN

Corine/Furine

T Dluresis BNP (32 aa)
T Natriuresis
T vasodilatation Q ]
J+ Blood pressure - aa77-aal08 NT-proBNP (76 aa)
- Fibrosis e
J Cardiac Remodelling BNF - (aal-aa76)

)

Sécrétion BNP exclusivement régulée par la modulation de sa synthése par des
mécanismes transcriptionnels

28/09/17 Adapté de Lippi et Sanchis-Gomar, Int J of Cardiolgy, 2016



Les récepteurs des peptides natriurétiques (NPR)

28/09/17

BNP o -

NFPR-A NFPR-B

/'_\ /—\

2 types : NPR-A (BNP et ANP) et NPR-B (CNP)

Protéines transmembranaires couplées a la Guanylate Cyclase =
production de GMPc

Pas d’internalisation du récepteur apres fixation du ligand

Exposition ligand a long terme : déphosphorylation et désensibilisation
du récepteur (J, GMPc)

Adapté de Singh et al., Heart, 2017



Les effets endocrines du BNP sont bénéfiques dans I'IC
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Les peptides natriurétiques de type B sont éliminés de
la circulation par 3 mécanismes

bl g
g

BNP / ‘/ é\Jre:ahduwn
" products
\‘\L | - Néprilysine ou
e Endopeptidase Neutre
Protéine ancrée a la
surface des cellules

endothéliales
rﬁei;iﬁ:‘;r Endocytosis
k Peptide /
clearance

Elimination Internalisation Dégradation par Temps de

rénale par NRP-C la Néprilysine demi-vie
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La Néprilysine ou endopeptidase neutre

- La Néprilysine est exprimée a des niveaux élevés dans les cellules
endothéliales, dans les neutrophiles, les lymphocytes et les progéniteurs

lymphoides.
- Responsable de la dégradation du BNP, ANP et CNP mais pas proBNP et NT-
proBNP
- Plusieurs sites de coupure
ANP BNP CNP
S 7%, S50,
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Dégradation enzymatique des peptides
natriurétiques

DPP IVV : dipeptydyl peptidase
IDE : insulin degrading enzyme

| proBNP

1-108

proBNP 3-108
proBHNP 3-76

28/09/17

N

BNP 1-32

BNP 5-32
BNP 1-17:18-32
BNP 5-17:18-32

BNP 4-32
BNE 1-24
BNP 1-30

"'-.._____

gand

| NT-proBMP 1-76

| Peptide signal 1-26

AJ

NT-proBHP 3-76

i

Favresse et Gruson, Ann Biol Clin, 2017



La glycosylation du proBNP régule le processus de
clivage enzymatique

nonglycosylated proBNP1-108

glycosylation I

olycosylated proBNP1-1os ¢ oomonmad Rinsomononed™ oot R e pscommancone T 0T

3T 44 48 53 5B 71

7 sites de O-glycosylation sur le proBNP tous situés dans
la région des aa 1-76 correspondant au NT-proBNP

e La glycosylation (Thréonine 71) joue un réle important
dans la régulation du clivage enzymatique du proBNP par
les 2 protéases : la corine et la furine

Nishikimi et al. Heart, 2012



La glycosylation au cours de I’IC

Normal l:l Acute HF ) |Chronic HF

PreproBNP A
‘H_ Glycosylati
Heart i : _
"4 b |

Circulation
Gly proBNP T™Non-Gly proBNP TGly proBNP Non-Gly proBNP

MFurin ~---Furin <«—Furin
Corin - ---Corin <«——Corin
L
MBNP (BNP) (BNP)
BNP Active State BNP Deficient State

<— Major Pathway
<«<— Minor Pathway
— Inactive Pathway

Dans les dyspnées d’origine cardiaque ou I'ICA, la production de proBNP glycosylé
sur la thréonine 71 est faible contrairement a I'lICC.
La glycosylation du proBNP, dérégulée dans I'lCC, empéche la conversion du proBNP

en BNP par la Furine/corine.

Vodovar et al. Eur Heart , 2014
Ichiki, Burnett JC, Eur Heart, 2014



Le taux de BNP,_,, est tres faible chez I'ICC

- 70 patients en ICC stade NYHA | a IV

Tahle 2. Natriuretic Peptide System Profile

ariabla fean =50 Median {min, max)
| Climical BMP, pg/mL n="70 T2+ BOG I 418 (34, 4000
ProBNP, pgfml n=~4 B1E+700 B0 (04, 58T4)
MR-proAlP, po'mL n=63 1T 23 (5, 99)
Corin, pg/mlL n=65 879379 P37, 1978)
Ho. of samples amang 70 with the
i [ 5
| M5 BNP 1-32, pg/mL n=34 [36°%m) 19433 10 (i, 204}
M5 fragment 3-32, po'mL n=234 [54%) A5+ 85 16 (0, 8B4}
M5 fragment 4-32, pafml =40l [71%0) 2647 16 (0, 358}
M5 fragment 5-32, po'mL n=Fg0 [BE0) 60134 270, 1073)
Ho. of indwidual fragrnents identified
Al 4 fragments. identitiad n=25
M5 BNF 1-32 anly n=1
M5 BNP fragment 3-32 only n=a
M5 BN Tragment 4-32 only n=d
M5 BNF fragment 5-32 only n==8
Mo fragrents identified n=2
Mo, of BNP fragments identifiad 2712 a4

per patient

S0 indicates standard deviation; BMP, B-type natrivretic peplide; MS, mass spectrometny.
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Miller et al. Circ Heart Fail , 2011



Le NT-proBNP est majoritairement sous forme
glycosylée dans les formes séveres d’IC

SUMHMD

ELLITIL By

Plasma concentration (pg/ml)

IRLLICILE By

FmH

ZUMHY

LL]
MNYHA I NYHA IT MNYHA ITI-IY
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>

Severity of Heart Failure

w=q[
B o -NT-proBNP ]
I nongly-MNT-prolE™NE
[ ] BRF NT-proBNP glycosylé

Risque de sous-estimation

du dosage !!!

Nishikimi et al. Heart, 2012



En résumé, comparaison
proBNP, BNP et NT-proBNP

CARDIOMIOCYTE ‘

pre-proBNP
BNP \ Signal peptide
ro
P : \
NT-proBNP ! BNP

i ! »
: I qlr BLOOD
v \ 4

NT-proBNP «— proBNP —, BNP

l l !

| Glycosylation and degradation products | Degradation
products
BNF NT-proENF proBNFP
Molecular mass 62 Da FTDa* 11000 Da *
Amino adds 32 76 108
Biclozical function actve hommons inactve pro-hormone
Half life 15-20 muin = §0 min = 0 mun
Clycosylation oot glycosylated Hizhly glycosylated in vive Hizhly ghycosylatzd mvivo
Concentrations faibles Peptid e ..
ICC BNP, ;, Sous forme glycosylée R )
Autres fragments sous forme glycosylée
28/09/17

Clerico et al., Clin Chem Lab Med, 2017.



BNP et NT-proBNP:
des biomarqueurs d’intérét

e Dyspnée aigue:
Diagnostic difféerentiel entre étiologie pulmonaire et
cardiaque

* Insuffisance cardiaque :
- Aide au diagnostic (quand doute persiste)

- Stratification pronostique (faibles taux de peptides natriurétiques
sont de bon pronostic et inversement)

 Etat stable
e Durant I’hospitalisation : entrée, J2, sortie

- Aide au suivi et a I'ajustement thérapeutique



B-Type MNatriuretic Peptide

Le BNP et le NT-proBNP aident au diagnostic
étiologique des dyspnées aigués

BreaTHING NOT PROPERLY

< g B NP
|.\ ¥ ¥ 'S MuLTinaTiONAL STUDY

Etude prospective
1586 patients qui consultent aux
urgences pour dyspnée aigué

1400
1200 T
1000
T 800-
2 600-
400- 400
200- ""[ JI_ 100
0 . - .
Mo Dvyspnea Dyspnea
Congestive Due to Due to
Heart Moncardiac Congestive
Failure Causes in Heart
(N=770) Patients with Failure
a History (N=744)
of Left
Ventricular
Dysfunction
28/09/17 (N=72)

The N-Terminal Pro-BNP Investigation of
Dyspnea in the Emergency Department
(PRIDE) Study

599 patients aux urgences pour
dyspnée aigué

TABLE 2 Opfimal NT-proBNP Cutpaints for Ruling In and Ruling Out Acute Congestive Heart Failure (CHF)*

Optimal Sensitivity  Specificity  Posifive Predictive  Negafive Predictive  Accuracy
Cutpoint [pg/ml) (%) (%) Value (%) Value (%) %)
Rulein cutpeints
All patients [n = 599) 900 90 83 76 4 87
<50 yrs old n = 144) 450 93 93 67 99 95
=50 yrs old n = 455) 900 91 80 77 92 85
Rule-out cutpoint
All patients [n = 599) 300 99 68 62 99 83

*NTproBINP tesfing was of value fo identify and exclude acute CHF with high accuracy. In the PRIDE study, the optimal rulein strategy using NT-proBNP was an
age-strafified approach with 2 cutpoints, whereas a single cutpaint of 300 pa/ml was of value for excluding the diagnosis.

Maisel et al. N Eng J Med, 2002
Januzzi et al. Am J Cardiol, 2005




Recommandations ESC 2008 pour le diagnhostic
et le traitement de I'lIC aigué et chronique

[ Examen clinique, ECG, RP ]

[ Peptides natriurétiques |

BNP 100-400 pa/mL BNP 400 pg/mL
BNP < 100 pg/mL NT-pro-BNP : NT-pro-BNP :
300-450 pg/mL (< 50 ans) > 400 pg/mL (< 50 ans)
NT-proBNP < 300 pg/mL 300-900 pg/mL (50 & 75 ans) > 900 pg/mL (50 & 75 ans)
300-1 800 pg/mL (= 75 ans) | = 1800 pg/mL (> 75 ans)
Insuffisance cardiaque | Diagnostic incertain Insuffisance cardiague
peu probable ] 3 » echocardiographie J [ probable

28/09/17



Recommandations ESC 2016 : Diagnostic d’IC

ASSESSMENT OF HF FROBABILITY

|. Clinical history:

History aof CaD (ML, revascularizacion)
History af arcerial hyperoension

Expasition 1o cardistaxic drugiradiatian

Llse of diuratics

Cirthaopnoes [ paraxyimal nocturnal dyspnaes

1. Physical examination:

Rales

Bilaveral ankle oedema

Heare murmur

Jupular venous dilamatian

Larerally displaced/breadensd apical beat

3, ECG:
Any abnormality
. All absent
S

1
: =| present e
1 ¥ .Ex"\-\.
%1 t J -
- n:::l':;:k i MATRILURETIC PEPTIDES _
1 Mo Ar :
Id inel ;
pepL E: 'I":':I'I":I'i';."": ¥ : « MT-proBrP =125 pgimlL - consider ather
practice ! " BNP =35 pg/mL clagnost
i -
: WEs .--""--.
1 T
v e
Maormal™"

ECHOCARDIOGRAPHY

I HFE confirmed (Based an all available data):
determine aetislagy and stare appropriate treatrment

28/09/17



Les taux plasmatiques de BNP sont bien corrélés avec la
sévérité de l'insuffisance cardiaque. Le NT-proBNP est moins
discriminant des classes lll et IV NYHA

28/09/17
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McCullough et al. Reviews in Cardiovascular Medicine, 2003



BNP/NT-proBNP et dysfonction
ventriculaire gauche

Table 5

Comparison of the diagnostic performance of NT-proBNP and BNP
for identifying an invasively determined I'V-dysfunction in patients
with both markers available (n=149)

IV-Dysfunction AUC
(95% CI)
NT-preBNP BNP
Severe systolic 0.87 (0.77-0.96) 0.87 (0.75-1.00)
Systolic 0.72 (0.62-0.81) 0.72 (0.62-0.82)
Diastolic /systolic 0.74 (0.66-0.82) 0.71 (0.63-0.80)
1|0 L L L L v
5 1.0 1.5 20 25 30 3,5

log (BNP)

Fig. 2. Scatter plot showing the linear correlation of loganithmic (log)
values of NT-proBNP and BNP.

28/09/17 Pfister et al., The European Journal of Heart Failure, 2004



La variation des taux de NT-proBNP donne des
informations pronostiques importantes

Cohorte Val-HeFT : 1742 patients
Dosage a la randomisation et 4 mois plus tard.

Le suivi de I'lC avec des dosages en série du NT-proBMP apporte des informations clinigues additionnelles
4 un dosage ponctuel, *-8

2,200 Mortalité Hospitalisation
(%0) pour IC [%4)
n=1322
2,000 laut 25,8 26,8
<
5 1500
=
o =368 .. 17,2 21,1
(=]
€ 1000
3
z ™
ne=160 R, Haut/Bas 12,6 10,1
S00
n=1618 8.6 6,7
1]
0 4 mois

Masson, et al. J Am Coll Cardiol, 2008



Utilisation du BNP en milieu hospitalier

Consensus (statement 9 : BNP consensus panel 2004)

— Dosage du BNP a I'admission pour le diagnostic,

I'orientation du patient ainsi que I'évaluation de Ia
séveérite

— Dosage apres 48 heures pour contrbler I'efficacité

thérapeutique et le pronostic

— Dosage du BNP avant |la sortie pour planifier le suivi et

a visée pronostique



BON USAGE DES TECHNOLOGIES DE SANTE

Insuffisance cardiaque :
les peptides natriurétiques
en medecine ambulatoire

Le dosage des peptides natriurétiques, BNP et NT-proBNP, doit étre réserve
en medecine ambulatoire a quelques situations spécifiques dans l'insuffisance
cardiaque : devant des symptdmes atypiques pouvant faire évoquer une
insuffisance cardiaque, ou pouvant faire évoquer une déecompensation d'une
insuffisance cardiaque connue.



2 SAGE DES TECHNOLOGIES DE SANTE

les pepliue. /\/IA/VDE
en medecine ambUra

Le dosage des peptides natriurétiques, BNP et NT-proBNP, doit étre réserve
en medecine ambulatoire a quelques situations spécifiques dans l'insuffisance
cardiaque : devant des symptdmes atypiques pouvant faire évoquer une
insuffisance cardiaque, ou pouvant faire évoquer une déecompensation d'une
insuffisance cardiaque connue.



Les concentrations de BNP et de NT-proBNP varient en
fonction du DFG

Etude Val-HeFT

Bonne corrélation entre
les 2 peptides quelle que
soit la sévérité de I'IR

Chez I'IRC : augmentation
des valeurs seuils
diagnostiques si DFG

<60mL/min

28/09/17
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Masson et al., Clin Chemistry, 2006



BNP (pg/mL)

L'obésité affecte les VPP du BNP dans le
diagnostic d’IC

28/09/17

Daniels et al., Am Heart J, 2006

Obésité
Cohorte étude Breathing Not Properly Surpoids/  sévere/
Dosage BNP a l'arrivée Maigreur obésité morbide
o di A 180
46% diagnostiques IC iEsaiears
150
1000 € 120 1§ 170 3
s No Acute CHF ' 8 :
500 - if] | =3 Acute CHF § 90
% 60 110
= -
o 0
100 - 0
BMI < 25 25 <BMI <35 BMI = 35
50 A
B-type natriuretic peptide cut-point for 90% sensitivity in diagnosing
- congestive HF for each BMI group. Specificity at the 90% sensitivity
level shown was at least 70% for all 3 groups.
10 T T L]
BMI < 25 25 <BMI < 35 BMI > 35



Les taux de BNP sont élevés chez les patients atteints
d’un cancer

e FEtude rétrospective, 80/234 patients atteints cancer (IC exclus)
e Prise de sang avant chirurgie et/ou chimiothérapie

(pg/ml) BNP (mg/dl) CRP
140 3
120 P<0.001 951 p<0.001
100 9.
80 Ligand {products of
60 1.51 dead wumor cells)
40 1 Inflammatery cylokines
20 51 Toll-like recepter, (L&, IL-1 |3 TNFa, elc)
0 0- IL-1R, el i W Liver
rac Fas

Cancer(-) Cancer(+) Cancer(-) Cancer(+) Cancer cells

Macrophages JNHlf N ¥

BNP O MKKI4E MEK1/2
(pg/ml) ¥ ¥ v
950 : PaZi4d  JNK  pas

p=0.004 | . CRP
200 | p=0.016 | Anti-cancer BNP
150 - p=0.020 effact?

100 production Myocardium
Age
50 - _ _ g
Cardiac dysfunction Renal dysfunction
0- Violume overloading

I Il 1] v
Stage of cancer

28/09/17 Bando et al., PlosOne, 2017



Les concentrations des peptides natriurétiques
varient considérablement en dehors de I'IC

1 )

Causes frequentes Principales circonstances n'entrainant pas d’augmentation
Pathologie pulmonaire aigué el chronigue aves relantissement vantriculairs des peplides natriuretiques

droif Délai insuffisant entre prélévement et début de symptdmes : OAP flash, IM
Valvulopathies (RA, M, IM) algque,

I:pr:fﬂruphle ':rentnculalre gauche primifive et secondaire Obésité
nauffisance renale
Arythmie auriculaire
Sepsis

Ischémie myocardique aigué

Dysfonction systoligue chrenigue (augmentation modérée en absence
de décompensation aigué)

Causes plus rares
Hyperhyroidie

Cushing ou prise de glucocoricoides -
Hyperaldostéronisme primaire
Maladie d'Addison ’

Interprétation
des seuils

Diabéte {microalbuminurie, dysfonction autonomique)
Cirrhose hépalique avec ascile

Syndrome paraneoplasique
Hemorragie sous arachnoidienns

Age (NT-proBNP)

Anémie

Sexe féminin (NT-proBNP)

28/09/17



BNP vs NT-proBNP

Le point de vue du biologiste



Caractéristiques analytiques

BNP NT-proBNP

Plasma

Type de prélevement

4h >72h a T°Camb
({ 50% aprés 48h) 10j a +2°-8°C

Sérum

Stabilité

Technique dosage ELISA Immuno-marquage « sandwich »

Reproductibilité mesure +

Interférences analytiques NON NON




Systeme

Société

Les trousses réactives

Peptide

Ac capture

Ac Détection

Calibrateur

AxSYM

Scios (structure en anneau, partie

Shionogi

Vista, Stratus

. d’extension NH2-term COOH terminal, Mm, BNP synthétique 32
EI Abbott Architect, |-stat BNP . ) ( . y q
Mm Epitope 5-13 Epitope 26-32)
ﬁ A Scios (structure en anneau,
— ccess . . o . .
uBECKMAN A 5> DxL BNP Biosite (NH2 terminal, Pm) partie d’extension NH2-term) BNP recombinant
COULTER cecess 2, DX Mm Epitope 5-13
Scios (structure en anneau, partie
Triage BNP d’extension NH2-term) Biosite (NH2 terminal, Pm) BNP recombinant
Mm Epitope 5-13
. . . Shionogi
Advia Centaur, Shionogi -
Advia Centaur CP BNP (Mm Epitope 27-32, COOH-term) (structure en anneau, BNP synthétique
KY-hBNP-Il, Mm)
SIEMENS
Dimension Vista Structure en anneau, Mm Epitope 27-32
Exl ! BNP KY-hBNP-I, Mm Epitope 14-21) COOH-term BC-203) BNP synthétique 32
Triage NT-proBNP Mm, Epitope 27-31 Mmo Epitope 42-46 NT-proBNP synthése 1-76
_ . Roche (NH2-term, Pmo Roche (molécule centrale, Pmo .
Ortho-Clinical D - . i,
¥ o omﬁmtmi Vitros NT-proBNP Epitope 1.21) Epitope 39-50) NT-proBNP synthése 1-76
NT-proBNP Roche (NH2-term, Pmo Roche (molécule centrale, Pmo .
Modular Elecsys, | Epitope 1-21) Epitope 39-50) NT-proBNP synthése 1-76
Cobas
.. | NT-proBNP | | ‘
BIOME RIEUX Vidas I Mm Epitope 27-31 Mmo Epitope 42-46 NT-proBNP synthese 1-76
. Roche (NH2-term, Pmo Roche (molécule centrale, Pmo .
SIEMENS Immulite NT-proBNP Epitope 1-21) Epitope 39-50) NT-proBNP synthese 176
Dimension RXL, NT-proBNP Mmo Epitope 22-38 NH2-term Mmo Epitope 42-46 NT-proBNP synthése 1-76




Les trousses de dosages du BNP et NT-proBNP

NT-proBNP

Alere, BioMerieux,

Mitsubishi, Nanogen,

Ortho Clinical, Radiometer,

Response Biomedical,

Roche, Siemens
poocCoonon

b i
N-terminus®,

froocog 0
G

(:-tarmmus %, 5
r,.r &
Cecocceceee’

Alere, BioMerieux,
Nanogen, Ortho Clinical,

EBiometer, Response Biomedical,

Roche, Siemens

BNP

Abbott, Alere, Beckman
Coulter, Blosite

N-terminus

C-terminus Ring epitope
Abbott, Centaur, Siemens Biosite, Siemens (Bayer,
(Bayer, Dade Behring), Shionogi. pade Behring), Shionogi,
Tosoh Tosoh

Fig. 1. Epitope locations on BNP and NT-proBNP utilized by commercially available assays.

Toutes les modifications structurales peuvent avoir un impact sur le dosage !

28/09/17




Une grande variabilité inter-techniques

anNsimn Annales du contrdle national de qualité des
paence netonne se e wresiomen:. N Alyses de biologie médicale

tableau IX : BMP (ng/L) - résultats

BNP (ng/L) | C5
Technigues ou apparells Effectif 9% I M?n:jam x; Moyenne +/- 2ET
L] 300 ]
8 s 400
L
TOUTES TECHNIQUES 659 226,3 18,3
EIA, mesure fluorimétrique 35 53 325.6 42.3
ABBOTT, AxSYM BNP 22 33| 4309 yoa HH
—ABBOTT AxSYM / AxSYM + 22 . 10,1 HH
TOSOH Bioscience, AlA séries | ST AlA Pack BNP 13 20 1615 25 Il
ElA, mesure luminométrique 144 21,9| 2864 6,3 |+l
BECKMAN COULTER, Triage BNP wyAccess, Dxl, L) systems 44 219| 2864 6,3 |HH|
—BECKEMAMN COULTER Access & Access 2 1] 2748 4.3 | |.|.| I
—BECKMAN COULTER UniCel Dxl 400/800 77 2981 5.2 ||
1A, CHIMILUMINESCEMCE (CLLA) 132 200| 2530 4.7 ]
SIEMENS, ADVIA Centaur BNP 121 184 | 2531 4.1 |
—SIEMENS ADVIA Centauwr & ADVIA Centaur XP 109 2532 4.0 ||-].||
~SIEMENS ADVIA Centaur CF 12 252,5 4,7 ||
SIEMENS, Dimension Vista | LOCI BNP no z.a ol
=~SIEMENS Dimension Vista 1 1424 J 28 []]
1A, CHIMILUMINESCENCE (CMIA) 202 307| 2044 &8 Il
ABBOTT, ARCHITECT_ | systems | BNP 202 307 2044 6,8 I
—ABBOTT Architect I0D0SR & 1200058 202 204,4 6.8 HH
IMMUNOCHROMATOGRAPHIE 146 222 192,89 7.2 }H
BIOSITE (ALERE), Trlage BMF wy Trlage Meter 146 22,2 192,29 7.2
=BIDSITE (ALERE) Triage Meter syitems 148 192,49 7.2 }H
Fror
28/09/17 Wwa ma sm



28/09/17

NT-proBNP (ng/L) | C5
Technlgues cu apparells Effectlf ok | mﬂ: {E:; | Mcrpurne 4~ 2ET
Bt 1=
s =) 2000
o
TOUTES TECHMNIQLES (1] 8106
EIA, mesure flucrimétrique 9 13| 7695 4 |
SIEMENS, Stratus C5 | NT-proBNP monoclonal Testpack g 13 TE9.5 41 ||1|
ElA, mesure fluorimétrique 183 26,6 | 10836 4,8 v
BIOMERIELX, Vidas NT-proBNP W3 266 | 10836 @ 4.8 |l
- BIOMERIELX mnin Vidas 39 1081.5 59 IHH|
=BIOMERIEUX Vidas 144 1085.1 45 ||
FIA, mesure luminométrique 33 ||
ORTHO-CD, Vitros EC/ECIQ, 3600, 5600 | NTBNP EE] [ #|
~ORTHO-CD' Vitros 5600 7 [ o]
ElA, mesure spectrophotométrique 22 I
SIEMENS, Dimension séries wy/HM | PENF, LFEN 22 1
—SIEMENS Dimension Rl HM # Rxl Max HM n ]
FIA (TRIFMA) 7 | HH|
RADIOMETER, AQT90 FLEX | NT-proBNP 7 | HH |
1A, CHIMILUMIMESCENCE (CLIA) 63
SIEMENS, Dimension ExL | LOCI NT-proBNP 25 35| 1330 33 [
—SIEMEMS Dimension ExL 25 133.0 3,3 I
SIEMENS, Dimension Vista | LOCI NT-proBNP 25 3.6 2 2,6 I
=SIEMEMS Dimension Vista 25 2329 2 .
SIEMENS, Immulite systems 13 (19 1711,6 3,9 | HH |
—SIEMENS |mmulite 2000/ Immulite 2000 XPi 13 I | HH |
IA, ELECTROCHIMILUMESCENCE (ECLIA) 337 490 | 4309 28| |
ROCHE, Elecsys proBNP 11 wy/Elecsys, Modular E, cobas_e 337 490 | 4309 2.8 ]
=ROCHE cobas e 411 (cobas 4000 serles) 2 4259 24 []
—ROCHE cobas & 601 {cobas 6000 series) 238 432.7 29 Il
~ROCHE cobas e 602 (cobas 8000 series) 22 4322 25 Il
—~ROCHE Elecsys 2010 n 433.4 N Il
~ROCHE Modular E (170)/EE 42 427,46 2.2 []




Le méme constat avec
I’évaluation externe de la qualité

Commentaires sur les résultats
BNP

Les sérums de contrdle fournis par la société RANDOX pour ces enquétes sont composés de BNP d'origine synthétique,
de 32 acides aminés,

14MPD2 Surle sérum de contrdle a taux bas, les résultats observés s'échelonnent de 45 ng/L avec la technigue
Tosoh sur I'Aia a 373,86 ng/L avec la technigue Beckman sur PAccess | Les CV intra-technigue sont
dans 'ensemble bons, hormis pour la technique Triage (Alere) qui a un CV de 17,7%.

14mMP0O3 Seule la technigue Alere sur Triage montre un mangue de précision avec un CV de 16,2%.

La variabilité inter-technigues observée sur les sérums de contrdle rend indispensable le suivi d'un
patient avec la méme technigue. Chagque laboratoire doit essentiellement se comparer a son groupe
de pairs.

NT-proBNP

14M0O02 Surle sérum de contrale a taux bas, on note une bonne précision pour 'ensemble des technigues 3
ce niveau de concentration, avec des CV inferieurs a 9% pour les technigues suffisamment
représentées pour évaluer le CV. En revanche, la technigue Dimension HM donne un CW a 18,3 % sur
ce sérum de contrdle. Attention a bien utiliser les bons codages de technigues pour pouvoir
distinguer les utilisateurs de la technigue Dimension HM des utilisateurs de la technigue Dimension
EXL. Les résultats s’échelonnent de 31,7 ng/L sur le Dimension EXL & 303,7 ng/L sur le Vitros.,

14MO03 On observe encore de grandes différences inter-technigues ; les résultats observés s'échelonnent de
1405 ng/fL avec la technigue Siemens sur Dimension EXL 4 15768 ng/L avec la technigue Siemens sur
"lmmulite. Seul le Dimension HM a une précision médiocre a cette valeur de concentration
probablement lié 3 des erreurs de codage de technigue.

La variabilité inter-technigues observée sur les sérums de controle rend indispensable le suivi d'un

patient avec la méme technigque. Chague laboratoire doit essentiellement se comparer a son groupe
de pairs.

28/09/17




Notion de réactivité croisée

— Avec les différents peptides glycosylés
— Avec les nombreux fragments inactifs de BNP

9 peptides natriurétiques (synthétiques ou recombinants) ajoutés a des plasmas de patients sains.
5 trousses BNP et 9 trousses NT-proBNP testées.

Cross-reactivity of BNP assays

200
m Centaur

n ACCEsS

m Triage
m Architect
iSTAT

150

Cross-reactivity (%)
8

3

Dans I'ICC,
proBNP glycosylé =
‘ peptide majoritaire 111!
0 IHI. U IH.- II II -/ - | [ |

MEBNP 3-32 S BNP 1-32 P BNP 1-32 H proBNP H proBNPglye s proBNPglyc iT-proBNP  H NT-proBNPglyc RHNT-

proBNPamide

28/09/-



Les trousses de NT-proBNP ne croisent qu’avec
le proBNP non glycosylé

Cross-reactivity of NT-proBNP assays with proBNP peptides

m Elecsys Gen 2
Vitros ECi

= RAMP

mVidas
Pathfast

® Dimension

= Immulite 2000

u Immulite 2500
Stratus CS

Cross-reactivity (%)

-— L — [RE—— -
H proBMN Pglyc S proBNPglyc

Fig. 4. Cross-reactivity of NT-proBNP assays with proBNP peptides.

Mine commercial NT-proBNP immunoassays and cross-reactivity (%) with proBNP peptides(HyTest nonglycosylated proBNP, H proBNP; HyTest
glycosylated proBNP, H proBNPglyc; Scios glycosylated proBNP, S proBNPglyc).

28/09/17 Saenger et al. Clin Chem, 2017



Mais ne détectent pas le NT-proBNP glycosylé

Cross-reactivity of NT-proBNP assays with NT-proBNP peptides

450 mElecsys Gan 2
uVitros ECi
400 ERAMP
B Vidas
350 Pathfast
E m Dimension
= J00 mimmulite 2000
% mmmulite 2500
= 250
O B Stratus C5
L'
{1k
'§ 200
o 150

100

) I
" m Em  =m I

H NT-proBHP H NT-proBNPglyc R NT-proBNPamide

Risque de sous-estimation du NT-proBNP dans les IC séveres

28/09/17 Saenger et al. Clin Chem, 2017



hﬁﬂ Pro-BNP
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Secretion without s 1::- ;;
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L'avenir : vers des dosages de la forme active du BNP

- Plasmas de 42 patients IC et 22

patients sains

- Immunodosage comparé a 3
trousses : BNP total Luminex, BNP

RIA, BNP Abbott

Clinical Chemistry 63:6 Proteomics and Protein Markers
1110-1117 (2017)

Development of a BNP1-32 Immunoassay That Does
Not Cross-React with proBNP

Lynley K. Lewis,"” Sara D. Raudsepp,’ Tim G. Yandle," Timothy C. Prickett,’ and A. Mark Richards'*

Table 2. Comparison of BNP measurements obtained from healthy control and HF patient plasma using each of the 4 BNP
assays.
Assay N Median {IQR), ng/L? Range, ng/L Fold difference Effect size®
BNP1-32 Luminex
Healthy 22 0.29(0.2-0.6) 0.21-0.59 138 288
HF 42 40.7 (23.0-90.1) 3.1-1011
Total-BNP Luminex
Healthy 18 0.81(0.1-3.4) 0.1-8.0 171 44
HF 42 139.1(60.7-318) 13.9-1515
BNP RIA
Healthy 22 26.2(21.0-33.3) 15.2-50.2 18 43
HF 42 465 (269-1032) 83.5-4161
Abbott BNP
Healthy 22 17.3(8.7-22.5) 8.7-41.6 103 169
HF 39 1778 (1134-2853) 724-1536
#To convert concentrations in ng/L to pmol/L, multiply by 0.2885.
¥ Effect size was calculated as described in the Methods.

= =1 BNP1-32
1 32

=1  Total-BNP
1 32

BNP RIA

1 32

=1 Abbott BNP
1 32

28/09/17

Lewis et al. Clin Chem, 2017



Lequel choisir ?

Tableau 3. Répartiticn des dosages des peptides natriurétiques dans les laboratoires de biolegie médicale frangais ayant répondu au

questicnnaire.
Type de Peptides Mombre de laboratoires Mombre de Mombre de laboratoires
laborataires (frégquence) technigues (frégquence)
1 187 (51,9%)
BNP 192 (53.3 %) o & (1.4%)
1 139 (38,6 %)
Laboratoires MNT-proBMP 142 (39,4 %)
privés _ 2 3(0.8%)
ENF et NT-proBNP 2572 %) 2 26 (7,2 ")
1 96 (52,2 %)
BNP 100 (54,4 %)
2 4(2,2%)
1 &2 (44,6 %
Laboratoires | NT-proBNP 83 (45,1 %) 44.0%)
publics 2 1(0,5%)
BNP et NT-proBNP 1(0,5%) 2 1 (0,5 %)

BNP : Siemens Centaur-Abbott Architect-Alere Triage
NT-proBNP : Roche Elecsys-Biomérieux Vidas-Siemens

28/09/17 Collin-Chavagnac et al. Ann Biol Clin, 2011



NT-proBNP

Peptide inactif, estimation
indirecte de |5 production de BNP

Pertinence clinique maijs difficile
—4dIs difficile

d’intergrétation chez I'IR

Zone grise trag large(patients agés)

Meilleur niveay analytique .
stabilité , mojns de variabilitg

inter-techniques
C

alibrateyr non glycosylé[Ac dirigés
C

Oontre égitoges Potentiellement
glycosylés

bon reflet du fonctionn

BNP

Hormone bioactive,

ement dy
Systeme endocrine

Pertinence clinique

(1 seul Cut-off)

Analytigue : Trés INSTABLE

Beaucoup de variabiljté

inter-techniques

Trousses réactives dosent

roBNP(g| OU non), fra ments

inactifs

iy ® 7
Place chez les patients traités par Entresto
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Définition de I'IC

Table 3.1 Definition of heart failure with preserved (HFpEF), mid-range (HFmrEF) and reduced ejection fraction
(HFrEF)

Type of HF HFrEF HFmrEF HFpEF
I | Symptoms * Signs® Symptoms * Signs* Symptoms * Signs*

< 2 | LVEF <40% LVEF 40-49% LVEF =50%

e

E 3 |_ |. Elevated levels of natriuretic peptides®; |. Elevated levels of natriuretic peptides®;

= 2. At least one additional criterion: 2. At least one additional criterion:

v a. relevant structural heart disease (LVH and/or LAE), a. relevant structural heart disease (LVH and/or LAE),
b. diastolic dysfunction (for details see Section 4.3.2). b. diastolic dysfunction (for details see Section 4.3.2).

BNP = B-type natriuretic peptide; HF = heart failure; HFmrEF = heart failure with mid-range ejection fraction; HFpEF = heart failure with preserved ejection fraction; HFrEF =
heart failure with reduced ejection fraction; LAE = left atrial enlargement; LVEF = left ventricular ejection fraction; LVH = left ventricular hypertrophy; NT-proBNP = N-terminal
pro-B type natriuretic peptide.

*Signs may not be present in the early stages of HF (especially in HFpEF) and in patients treated with diuretics.

®BNP=>35 pg/ml and/or NT-proBNP =125 pg/mL



Hospit. pour IC en France en 2010

— Epidémiologie (présumée) de I'lIC en France
— 750000 a 1 million personnes touchées
— 4% population adulte, 12% apres 60 ans et 20% apres 80 ans
— 150000 nouveaux cas/an

— Enquéte PMSI 2010 :

— Nb d’hospitalisations en 2010 = 210,490 dont 160,092 en
diagnostic principal

— Nb de jours passés a I’hopital = 2,025,249
— Age moyen 79 ans
— Durée moyenne séjour 13,2 jours

Galinier M. et al. Poster ESC Munich 2012
Malaquin D et al. Rev Prat 2010.60(7):911-15
Saudubray T et al. Rev Med Interne. 2005;26(11):845-50.



Pronostic de I'IC

Etude écossaise sur 1,75 millions personnes; 56658 pts étudiés

A B
1.0 = Prostate cancer 1.0 === Breast cancer
: e Lung cancer : == Colorectal cancer
- Colorectal cancer = Lung cancer
- Bladder cancer —— Ovarian cancer
— Heart failure e Heart failure
0.8 0.8
0.6 - 0.6
) ®
- =
c c
> 3
w w
0.4 0.4
0.2 - 0.2 -
1.0 1.0
| 1 | | | I | I
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Years since diagnosis Years since diagnosis

Mamas, EJHF 2017



TTT pharmacologique de I'IC

e TTT ayant démontré des preuves de réduction de
morbi-mortalité dans I'lIC

e ICS: e ICFEP

—_ I EC Recommendations for treatment of patients with heart
failure with preserved ejection fraction and heart failure
Recommendations Class* | Level® | Ref®

- Béta—bloquants it is recommended to screen

patients with HFpEF or HFmeEF
for both cardiovascular and non-

- A nta go n i Ste S ré Ce pte u r cardiovascular comorbidities, which, I

if present, should be treated provided

with mid-range ejection fraction

H 4 H H safe and effective interventions exist

and/or prognosis.

—_— I 1 Diuretics are recommendad in |
SaCUbItrII/Valsartan congested patients with HFpEF I 178,179
b d or HFmrEF in order to alleviate )
— Iva ra I n e symptoms and signs. |




ARNi — sacubitril/valsartan

Natriuretic peptides Angiotensin lI

Dual NEP/RAAS

blockade
LCZ696

Sacubitril + Valsartan AT;xptOf
+

4 w
Vasodilation Vasoconstriction
+ blood pressure

% blood pressure

+ sympathetic tone - Symptoms / t sympathetic tone
i ——
+ aldosterone levels disease % aldosterone

Inactive
fragments

+ fibrosis progression 4 fibrosis
+ hypertrophy 5 t hypertrophy )
Natriuresis/Diuresis

6 J

Neurohormonal balance



A Primary End Point

PARADIGM-HF

B Death from Cardiovascular Causes

1.04
Hazard ratio, 0.80 (95% Cl, 0.73-0.87)
g P<0.001
>
&= 0.6+
z
0.5
D
e
& 04
- Enalapril
® 0341
-
E o024 LCZ&%6
o
0.1
0.0+ T T T T T T 1
0 180 360 540 720 900 1080 1260
Days since Randomization
No. at Risk
LCZ696 4187 3922 3663 3018 2257 1544 896 249
Enalapril 4212 3883 3579 2922 2123 1488 853 236

Cumulative Probability

No. at Risk
LCZ 696
Enalapril

1.0+
4

0.6
0.5
0.4}
03
0.2

0.1+

0.0

4187
4212

R

Hazard ratio, 0.80 (95% Cl, 0.71-0.89)
P<0.001

8442 pts
NYHA II-IV
FEVG < 40%
LCZ 200mg x2 Vs

Enalapril
Enalapril 10mg x2
LCZ696
I I T 1 I U 1
130 360 540 720 900 1080 1260
Days since Randomization
4056 3891 3282 2478 1716 1005 280
4051 3860 3231 2410 1726 994 279

C Hospitalization for Heart Failure

L0-
Hazard ratio, 0.79 (95% Cl, 0.71-0.89)
7 P<0.001
Z 06
:g 0.5
= 0.4
a2
] Enalapei
naapn
E o2
(v]
0.1 LCZ696
0.0+ T T T T T T 1
0 180 360 540 720 900 1080 1260
Days since Randomization
No. at Risk
LCZ696 4187 3922 3663 3018 2257 1544 896 249
Enalapril 4212 3883 3579 2922 2123 1488 853 236

D Death from Any Cause

Cumulative Probability

No. at Risk
LCZ 696
Enalapril

1.0+
, Hazard ratio, 0.84 (95% CI, 0.76-0.93)
q P<0.001
0.6
0.5
0.4
0.3+ Enalapril
0.2+
LCZ696
0.1+
0.0 T T T T T T 1
0 180 360 540 720 900 1080 1260
Days since Randomization
The New England Joumal of Medicine
4187 4056 3891 3282 2478 1716 1005 280 September 7, 2014
4212 4051 3860 3231 2410 1726 994 279



Etude PARADIGM-HF : résultats
Analyse des modes de déces

HR=0.84
(95% CI: 0.76-0.93)
p=0. 001 HR*=0.80
900 ~ 835 (95% CI: 0.71-0.89) LCZ696 (N=4,187)
800 p<0.001 B Enalapril (N=4,212)
2 700+ >
(1]
Q 600 - HR=0.80
u= _ (95% CI: 0.68—0.94)
N =00 p=0.008 HR=0.79
S 400 - (95% CI: 0.64—0.98)
E p=0.034
3 300 o
200 -
100 -
0
All causes CV causes Sudden cardiac Worsening
death heart failure

Cause of death
The majority (>80%) of deaths in PARADIGM-HF had a CV cause'’
The mortality benefit of LCZ696 is related to the observed reduction in sudden cardiac death and
death due to worsening heart failure’
This distribution of cause of death in PARADIGM-HF is comparable to recent HFrEF trials?

*Results from death from CV causes as perthose reportedby McMurray et al. Note that the hazard ratio reported by Desaietal. wasHR=0.230 (85%Cl: 0.72-0.89}; p=0.001
ACElangiotensin-converting-enzyme inhibitor; ARMI=angiotensin receptor nepribysin inhibitor, Cl=confidence

interval, Cv=cardiovascular, HFrEF=heart failure with reduced ejection fradtion; HR=Hazard ratio, PARADIGH- 1.Desaiet al. Eur HeartJ 2015; epub ahead of print:
HF=Prospective comparison of ARNI with ACEl to Determine Impact on Global Mortality and morbidity in Heart DOL10. 1093 eurheartjehv186;
Failure 2. 0°'Connor etal. AmJ Cardiol 1998,82:831-7



PARADIGM-HF

A N-terminal pro-BNP
P
25900
— P< 0.0001
1 _ P< 0.000 1
2000 - ] ] —
1500 4 B

ENL LCZ 4 wk 8 mo

' i
Entry Rundn Double-blind

Q) | LCZ 696

[ ) Enalapril

B B-type Natnuretic Peptide

Pyt
S0 -

P< 0.0001
_ B P< 00001

ENL LCZ 4 wk 8 mo
l_l_l L T }

Entry Run-in  Double-blind

Circulation. 2015;131:54-61.



Cohorte LCZ696 UTIC Bordeaux

* Criteres inclusion

— Tous les patients IC avec FEVG<40% traités par
Sacubitril/Valsartan entre octobre 2015 et juin 2017

— D’abord sous la regle de I’ATU puis de l'article 48
e Criteres d’exclusion : Aucun

* Protocole de titration/suivi:
— MO : clinique, bio, TM®6, ETT +/- VO?, intro ttt
— M1 (+/- M2) : clinique, bio, TM®6, titration ttt
— M3, M6, M12 : clinique, bio, TM®6, ETT, VO?



Follow-up Oct 2015 - Jun 2017

B Died m Transplantation Stop M Treated

D — 2

M12



Diapositive 53

F1

F2

F3

F4

transplantation
Francois; 10/01/2017

ttt stopped
Francois; 10/01/2017

pt died
Francois; 10/01/2017

décaler chiffres car illisible
Frangois; 10/01/2017



Demography 227
Male 185 81,5%
Age (years) 60+12
<60 91 40%
60-69 94 41%
70-79 36 16%
>80 6 3%
Clinical features of heart failure
Ischemic 121 53%
Non-ischaemic 106 47%
Medical history
Hypertension 65 28,6%
Atrial fibrillation 67 29,5%
Diabetes 42 18,5%
Stroke 14 6,2%
Mean duration of HF (years) 8
HF diagnosed < 3 months before inclusion 19 8%
Hospitalization for HF in previous year 68 30%
Hospitalization for HF < 3 months 39 17,2%




Drug therapy

ACEI/ARB 218 96% 64% max dose
Beta-blocker 214 94% 67% max dose
Mineralocorticoid antagonist 177 78% 90% max dose
lvabradine 26 11%
Implantable cardioverter—defibrillator (ICD) 87 38%
Cardiac resynchronization therapy + ICD 60 26%
Furosemide dosage (mg) 109+34 mg
Clinical
NYHA functional class | 5 2,2%
I 150 66,1%
11 71 31,3%
IV 1 0,4%
Six minute walking test (m) 460 + 105
Heart rate (bpm) 64 + 9
Max work rate (watts) (N=122) 87
VO2 peak (mL/kg/min) (N=82) 13,8
Systolic blood pressure (mmHg) 110 +16
SBP < 100 mmHg 59 (26%)
Biology
Mean BNP (pg/mL) (Median + IQR) 618 395 (IQR 190-825)
NT-proBNP (pg/mL)(median+IQR) (N=50,22%) 2824 1367 (621-3423)
Serum creatinine (umol/L) 108 + 34
Hemoglobin (g/dL) 13,8+ 1,6




Evolution fonctionnelle sous TTT
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Conclusion

PN : élément de « base » pour la surveillance des patients
souffrant d’IC (pourtant non recommandé par I'HAS en
médecine ambulatoire)

Entresto : réelle avancée dans le ttt de I'lCS, pour I'instant
en 2¢ ligne
C’est la 1¢" fois qu’un ttt qui améliore I'IC majore le BNP

Expérience bordelaise :

— Cohorte de vie réelle ambulatoire « Paradigm-like »
— Facilité d’utilisation

— Bénéfice fonctionnel précoce, des M1 a % dose
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NT-proBNP

Peptide inactif, estimation indirecte de
la production de BNP

Pertinence clinique mais difficile
d’interprétation chez I'IR

Zone grise tres large(patients
agés)
Meilleur niveau analytique :

stabilité , moins de variabilité inter-
techniques

Calibrateur non glycosylé/Ac dirigés
contre épitopes potentiellement

glycosylés

Suivi thérapeutique de I'Entresto,
reflet de 'amélioration clinique du
patient

BNP

Hormone bioactive, bon reflet
du fonctionnement du systeme

endocrine
Pertinence clinique

(1 seul cut-off)

Trousses réactives dosent proBNP(gly
ou non), fragments inactifs

Analytique : Trés INSTABLE
Beaucoup de variabilité

inter-techniques

Reflet de la réponse du patient a
I’Entresto : répondeurs/non
répondeurs




